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Resumo
A cigarrinha-da-espuma Philaenus spumarius (Linnaeus, 1758) é uma das espécies de insecto 
mais comum na região Holártica. Esta espécie apresenta um polimorfismo balanceado no padrão de 
coloração da zona dorsal do corpo, sendo reconhecidos cerca de onze morfotipos principais que se 
dividem  em  formas  claras  e  formas  escuras  (melânicas).  Vários  estudos  sugerem  que  este 
polimorfismo  é  mantido  nas  populações  naturais  através  de  mecanismos  de  selecção  natural 
associados a factores ambientais. Dentro do género Philaenus são ainda reconhecidas cerca de sete 
outras  espécies:  Philaenus  signatus, P.  tesselatus, P.  loukasi,  P.  arslani,  P.  maghresignus,  P. 
italosignus e P. tarifa.  Neste trabalho estudou-se a variabilidade genética de P. spumarius e a sua 
diferenciação genética em relação às espécies congenéricas. A monofilia do género Philaenus foi 
confirmada assim como a relação próxima entre P. arslani e P. loukasi. Contrariamente, o estatuto 
taxonómico  de  P.  tesselatus não  foi  esclarecido  e  as  análises  indicam  que  os  indivíduos 
identificados inicialmente como P. tesselatus pertencem à espécie  P. maghresignus.  A espécie  P. 
spumarius constitui  um grupo monoflético diferenciado das restantes espécies.  As árvores e as 
redes  de  haplótipos  evidenciaram  a  existência  de  quatro  grupos  distintos:  A (populações  da 
Finlândia e norte da Turquia), B (populações do Reino Unido, Açores e América do Norte), C 
(populações da Península Ibérica, França, Itália e Chipre) e D (populações turcas, italianas e do 
leste da Península Ibérica). Estes resultados sugerem a existência de pelo menos duas rotas de 
colonização pós-glacial  na  Europa em  P. spumarius:  uma rota  a  oeste  a  partir  das  Penínsulas 
Ibérica e Itálica para o Reino Unido e uma rota de leste a partir da Península dos Balcãs para a 
Finlândia.  A presença de uma linhagem exclusiva à Turquia,  Itália,  Chipre,  e parte oriental  da 
Península Ibérica, sugere uma colonização este-oeste ou vice-versa. A análise indica também que 
os  haplótipos  norte  americanos e  açorianos tiveram origem em populações  afins  às  britânicas, 
sendo essa colonização, provavelmente recente. O presente trabalho aponta para que a espécie P. 
spumarius tenha sobrevivido em diversos refúgios circum-mediterrânicos durante os períodos de 
maior  instabilidade climática do Quaternário e que,  apesar dos sucessivos eventos glaciais,  foi 
capaz de se dispersar e colonizar novas áreas nos períodos inter-glaciais.
Palavras Chave: Philaenus spumarius, filogenética e filogeografia.
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Abstract
The spittlebug  Philaenus spumarius  (Linnaeus, 1758)  is a  Holartic species which has been 
studied  for  its  adult  colour/pattern  balanced  polymorphism.  Eleven  major  phenotypes  are 
recognized and can be divided into non-melanic and melanic forms.  Several studies suggest that 
this  polymorphism  is  maintained  in  populations  through  mechanisms  of  natural  selection 
associated with environmental factors. Within Philaenus genus, about seven other species are still 
recognized:  Philaenus  signatus,  Philaenus  tesselatus,  Philaenus  loukasi,  Philaenus  arslani, 
Philaenus  maghresignus,  Philaenus  italosignus and  Philaenus  tarifa.  Here  we  investigate  the 
genetic variability of Philaenus spumarius and its genetic differentiation with respect to congeneric 
species. Monophyly  of  the  Philaenus genus  was  confirmed  as  well  as  the  close  relationship 
between P. arslani and P. loukasi. In contrast, the taxonomic status of P. tesselatus remains unclear. 
The  analysis  also  indicates  that  individuals  identified  as  belonging  to  P.  tesselatus are  P. 
maghresignus. P. spumarius is a monophyletic group differentiated from other species of the genus. 
The results showed the existence of four groups: group A (populations of Finland and the north of 
Turkey), group B (population of the United Kingdom, the Azores and North America), group C 
(populations of the Iberian Peninsula, France, Italy and Cyprus) and group D (Turkish and some 
Italian  and  eastern-Iberian  populations). This  suggests  at  least  two  routes  for  postglacial 
colonization in Europe in  P. spumarius:  a western European route from the Iberian and Italian 
peninsulas to the UK and an eastern route from Turkey to Finland. A lineage present in Turkey, 
Italy and Cyprus, also represented in the eastern part of the Iberian Peninsula, suggests an east-west 
or west-east colonization. The analysis also indicates that the haplotypes of the Azores and North 
America are most likely derived from populations related to the British ones. This work points to a 
species that has survived in the Mediterranean refugia during periods of climatic instability of the 
Quaternary and that despite the Pleistocene glacial events was able to disperse and colonize new 
areas in the inter-glacial periods.
Key words: Philaenus spumarius, phylogenetic and phylogeography.
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Nota Introdutória
Philaenus spumarius  (Linnaeus, 1758), é uma espécie de insecto amplamente estudada por 
apresentar  um polimorfismo no padrão  de  coloração  da  zona dorsal  do  corpo.  Vários  estudos 
sugerem que  este  é  mantido  nas  populações  através  de  mecanismos  de  selecção  natural.  Esta 
característica  torna-o  um bom modelo  para  testar  questões  sobre  adaptação  e  manutenção  do 
polimorfismo por selecção. Compreender a história evolutiva da espécie é essencial para inferir 
acerca da dinâmica de adaptação a diferentes habitats. 
Desta forma, e uma vez que se sabe muito pouco acerca das relações filogenéticas do género 
Philaenus, bem como da filogeografia da espécie  Philaenus spumarius, este trabalho debruça-se 
sobre a análise da variabilidade e diferenciação genética, ao nível intra e inter-específico.
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 1 Introdução
 1.1 Philaenus spumarius
A espécie Philaenus spumarius (Linnaeus, 1758) (Figura 1), cujo nome comum em português 
é cigarrinha-da-espuma, saltão, baba-de-cuco ou cuspo-de-sapo, é uma das espécies de insecto mais 
comuns estando amplamente distribuída na região Holártica. O género Philaenus pertence ao Reino 
Animalia,  Filo  Arthropoda,  Classe  Insecta,  Ordem  Hemiptera,  Sub-ordem  Homoptera 
(Auchenorrhyncha),  Infra-ordem  Cicadomorpha,  Superfamília  Cercopoidea  e  Família 
Aphrophoridae. Trata-se de uma espécie hemimetabólica. Os adultos desta espécie possuem dois 
pares de asas, sendo que as asas dianteiras são espessas e opacas, e as asas posteriores são finas e 
membranosas. São insectos pequenos cujo comprimento varia entre 5,3 e 6,9 mm, activos e bons 
saltadores. Os tarsos são tri-segmentados e as antenas são muito curtas e parecidas a cerdas.  Os 
machos podem produzir sons transmitidos por vibração pelo substrato que se pensa terem um papel 
importante no ritual de corte (Peck & Thompson, 2008). Bastante semelhantes a outras cigarrinhas 
como as da Família Cicadellidae, podem ser facilmente distinguidos destas pelo padrão de espinhos 
nas patas traseiras (McGavin & Lewington, 2001). Esta espécie exibe um polimorfismo no padrão 
de coloração dorsal muito estudado (descrito em detalhe no capítulo 1.1.5). São insectos sugadores 
bastante  polífagos  que  se  alimentam do  xilema de  uma multiplicidade  de  espécies  de  plantas 
hospedeiras. (Horsfield, 1977; Horsfield, 1978). As ninfas envolvem-se com uma massa de espuma 
que elas  mesmas produzem (ver  descrição no capítulo 1.1.3),  facilmente visível  nas  estruturas 
aéreas das plantas e que dá o nome comum à espécie (McGavin & Lewington, 2001).
Figura 1: Forma adulta da espécie Philaenus spumarius (foto por  Eduardo Marabuto). 
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 1.1.1 Distribuição geográfica
Sabe-se  que  a  humidade e  a  temperatura  são  dois  factores  ambientais  importantes  para  a 
sobrevivência da espécie Philaenus spumarius em todos os estádios do seu ciclo de vida que está 
intimamente ligada à humidade elevada e temperaturas óptimas (Weaver & King, 1954), limitando, 
por isso, a sua área de distribuição (Halkka & Halkka, 1990). Apesar destes factores limitantes, a 
cigarrinha-da-espuma  apresenta  uma  distribuição  geográfica  bastante  ampla,  podendo  ser 
encontrada a diferentes latitudes e altitudes, na região Holártica. Encontra-se por toda a Europa 
entre a Lapónia e a região Mediterrânica e ocorre na Ásia desde os Montes Urais até ao Japão, 
havendo registos a mais de 3000 metros de altitude nas montanhas do Afeganistão. Na América do 
Norte tem duas áreas de distribuição, uma a partir da Columbia Britânica (Canadá) até à Califórnia  
(Estados Unidos da América), e outra desde a zona centro-leste até à Costa do Atlântico (Halkka & 
Halkka, 1990). Foi também encontrada no Norte de África e na América do Sul, bem como na 
Nova Zelândia onde foi acidentalmente introduzida nas últimas décadas (Thompson, 1984). 
Em Portugal continental encontra-se distribuída de norte a sul. E pensa-se que a mesma pode 
ter sido recentemente introduzido nos Açores ao não haver registos anteriores a 1960. Mesmo neste 
arquipélago foi apenas encontrada na Ilha de São Miguel (Quartau et al., 1992) e na ilha Terceira 
(Borges et al., 2005). Relativamente ao arquipélago da Madeira, até ao momento, não foi detectada 
a sua presença.
 1.1.2 Habitat e Alimentação
A espécie ocorre em muitos habitats terrestres, nomeadamente em prados, baldios, bermas de 
estrada, florestas e também em campos de feno, terrenos pantanosos, parques, jardins e campos 
cultivados (Quartau & Borges, 1997; Yurtsever, 2000). A sua capacidade para colonizar diferentes 
tipos de habitats é devida à natureza polífaga da espécie. Uma variedade de plantas hospedeiras 
tem sido reportada na América do Norte (Lavigne, 1959; Weaver & King, 1954) e em vários países 
da Europa (Halkka et al., 1967; Halkka & Halkka 1990; Quartau & Borges, 1997), como alimento 
para a cigarrinha-da-espuma. As espécies de que se alimenta incluem tanto Dicotiledóneas como 
algumas  espécies  de  Monocotiledóneas  (Weaver  &  King,  1954)  e  desde  plantas  herbáceas,  a 
arbustos ou árvores.
Tanto as ninfas como os adultos se alimentam da seiva bruta (rica em água, sais minerais e em 
aminoácidos mas pobre em açúcares)  (Horsfield, 1977) contida nos vasos xilémicos das folhas e 
dos caules das plantas, utilizando a armadura bucal modificada para o efeito, o estilete (Horsfield, 
1978). Apesar de a sua dieta não ser restrita a uma ou outra espécie, preferem plantas fixadoras de 
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azoto.  Plantas  hospedeiras  como a  Medicago sativa  (Linnaeus,  1753),  Trifolium sp.  (Linnaeus, 
1753),  Vicia sp.  (Linnaeus, 1753) e  Xanthium strumarium (Linnaeus, 1753)  constituem uma rica 
fonte de compostos de azoto tornando-as as mais utilizadas como alimento (Yurtsever, 2000). Para 
suprimir carências nutricionais que advêm da sua dieta restrita à seiva do xilema, estes insectos 
desenvolveram associações simbióticas com bactérias, as quais são transmitidas à descendência, e 
que lhes  fornecem os  nutrientes  que não conseguem adquirir  directamente  na sua alimentação 
(Moran et al., 2005).
 1.1.3 Ciclo de Vida
Philaenus  spumarius é  um  insecto  com  um  ciclo  de  vida  hemimetabólico,  em  que  a 
metamorfose  é  incompleta,  isto  é,  do  ovo  emerge  uma  ninfa  com  estrutura  corporal  algo 
semelhante  a  um  adulto.  Sofre  transformações  graduais  na  sua  forma,  tamanho  e  fisiologia, 
passando por cinco estádios  (Yurtserver,  1997) até  atingir  o estádio adulto,  onde as asas estão 
totalmente formadas e o sistema reprodutor é funcional. O seu ciclo de vida é univoltino na medida 
em que as fêmeas colocam apenas uma postura de ovos por ano. Alguns autores acreditam que 
algumas populações gregas possam apresentar um ciclo parcialmente bivoltino (duas posturas por 
ano)  (Drosopoulos  & Asche,  1991).  As  características  do  seu  ciclo  de  vida,  nomeadamente  o 
calendário  de  ocorrência  de  cada  fase,  podem variar  ligeiramente,  uma vez  que  a  espécie  se 
encontra  sujeita  a  diferentes  condições  climáticas  resultantes  da  sua  ampla  distribuição.  Na 
América do Norte (Weaver & King, 1954) e nas regiões temperadas da Europa (Halkka & Halkka, 
1990), a oviposição faz-se no início de Setembro quando os dias começam a ser mais curtos e as 
temperaturas mais baixas, ficando os ovos em diapausa durante os meses de Inverno. No final da 
postura a fêmea morre. O número de ovos que uma fêmea pode produzir varia entre 350 a 400. Os  
ovos  fecundados  começam a  eclodir  na  Primavera,  geralmente  em meados  de  Abril,  mas  em 
Portugal surgem mais cedo (observação pessoal – 7 de Fevereiro de 2010, ninfas no 1º instar na 
região de Sintra). Seguem-se as cinco fases de ninfa que se prolongam em geral até Junho, sendo 
que em Portugal os primeiros adultos surgem mais cedo (observação pessoal - 23 de Abril de 2010 
na  localidade  de  Bom  Sucesso,  Foz  do  Arelho).  Durante  as  fases  de  ninfa,  os  indivíduos 
permanecem protegidos pela característica massa de espuma que os mesmos produzem, minutos 
depois do início da alimentação, a partir de um fluído proveniente do ânus e de um surfactante 
secretado pelas glândulas epidérmicas do sétimo e oitavo segmentos abdominais (Yurtsever, 2000) 
(Figura 2). Este invólucro de espuma confere protecção contra os predadores e a dessecação, e 
apresenta uma composição semelhante à seiva da planta hospedeira, contendo, no entanto, menos 
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açúcar e aminoácidos uma vez que estes foram fonte de nutrição  (Whittaker, 1970). Nas ninfas 
também se observa a alteração do padrão de coloração que, inicialmente, apresentando um tom 
alaranjado  começa,  gradualmente,  a  tornar-se  verde.  Os  adultos  são  indivíduos  que  vivem 
livremente  e  não  produzem espuma. Estes  iniciam o  período  de  acasalamento  dias  depois  da 
eclosão que se prolonga pelos meses de Verão.  Os adultos subsistem pelo menos até Outubro, 
observando-se, no entanto, ao longo do Verão, um declínio do número de machos em relação ao 
número de fêmeas que tendem a sobreviver durante um maior período de tempo  (Halkka, 1962; 
Halkka & Halkka, 1990; Yurtsever, 2000).   
Figura 2: Ninfa Philaenus spumarius (foto por Eduardo Marabuto).
 1.1.4 Inimigos Naturais
Vários vertebrados e invertebrados são conhecidos por atacarem os adultos, ninfas e os ovos 
de  Philaenus  spumarius.  Como  predadores  invertebrados  destacam-se  várias  espécies  de 
aracnídeos, coleópteros, himenópteros e dípteros (Halkka & Halkka, 1990). De referir o aracnídeo 
Mitopus  morio (Fabricius,  1779) (Opiliones,  Phalangiidae)  que  se  sabe  predar  os  adultos 
(Phillipson,  1960) e  a  espécie  de  formiga  Formica  montana  (Wheeler,  1910) (Hymenoptera, 
Formicidae), predadora de ninfas  (Henderson et al., 1990). Alguns himenópteros e dípteros estão 
ainda  referenciados  como parasitóides  de  ovos  (Yurtsever,  2000).  Por  sua  vez,  os  adultos  são 
também atacados por fungos, nemátodos e um díptero parasitóide,  Verralia aucta  (Fallen, 1817) 
(Halkka & Halkka, 1990; Harper & Whittaker, 1976; Whittaker, 1973). A análise a fezes de aves do 
sudeste do Michigan (EUA) como Pooecetes gramineus (Gmelin, 1789), Spizella pusilla (Wilson, 
1810) e Spizella passerina (Bechstein, 1798) constatou que a cigarrinha-da-espuma constitui parte 
da sua dieta (Yurtsever, 2000).  Philaenus spumarius faz ainda parte da dieta da rã comum, Rana 
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temporaria  (Linnaeus, 1758), no oeste da Irlanda em certas alturas do ano  (Blackith & Speight, 
1974).
 1.1.5 Polimorfismo balanceado de coloração/padrão dorsal
A espécie Philaenus spumarius apresenta uma variação no padrão de coloração da zona dorsal 
do corpo, sendo reconhecidos onze morfotipos principais (Halkka & Halkka,  1990;  Quartau & 
Borges, 1997; Stewart & Lees, 1988) : populi (POP), typicus (TYP), trilineatus (TRI), marginellus 
(MAR),  lateralis (LAT),  flavicollis (FLA),  gibbus (GIB),  leucocephalus (LCE),  quadrimaculatus 
(QUA), albomaculatus (ALB) e leucophtalmus (LOP). Os três primeiros são considerados formas 
claras (não-melânicas) e os restantes formas escuras (melânicas). Através do cruzamento entre as 
várias formas, admite-se que o polimorfismo de coloração dorsal é determinado por pelo menos 
sete alelos num único locus autossomal (locus p) com complexas relações de dominância e co-
dominância (Halkka,  1964).  Este locus, por sua vez,  pensa-se que seja influenciado por outros 
genes reguladores. Existem ainda cinco outros morfotipos descritos, nomeadamente, vittatus (VIT), 
praeusta (PRA),  ustulata (UST),  hexamaculata (HEX) e  marginellus/flavicollis (MAR/FLA) que 
raramente ocorrem nas  populações naturais  e  cuja  base genética não é  muito clara  (Halkka & 
Halkka, 1990; Yurtsever, 2000). A variedade de morfotipos existente fez com que, inicialmente, as 
diferentes formas fossem descritas como espécies diferentes (Weaver & King, 1954).
A ocorrência e frequência dos fenótipos dorsais variam de local para local. Por exemplo, em 
populações finlandesas (Halkka, 1964), portuguesas (Quartau & Borges, 1997) e turcas (Yurtsever, 
2001; Yurtsever et al., 2010) as formas melânicas são mais frequentemente expressas em fêmeas. 
Por sua vez, o mesmo não se verifica em algumas populações britânicas, onde não há diferenças 
óbvias entre sexos, embora o grau de penetrância dos diferentes fenótipos em machos e fêmeas 
varie consideravelmente entre populações (Stewart & Lees, 1988; Stewart & Lees, 1996). 
Vários estudos sugerem que este polimorfismo balanceado da cor é mantido nas populações 
naturais através de mecanismos de selecção natural associados a factores ambientais. Halkka et al. 
(1975) mostraram que, após a transferência de indivíduos com um determinado morfotipo para 
diferentes populações, ocorria o rápido restabelecimento das frequências morfotípicas iniciais da 
população, indicando que fortes pressões selectivas actuam na manutenção do polimorfismo. Entre 
os possíveis mecanismos destacam-se a selecção apostática/visual,  que permite a certas formas 
evitarem a detecção por predadores; a selecção multinicho, que favorece umas formas em relação a 
outras  em diferentes  nichos  ecológicos,  nomeadamente  em diferentes  tipos  de  vegetação;  e  a 
selecção por factores climáticos que limitam a área de distribuição de certos morfotipos (Halkka & 
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Halkka, 1990;  Quartau & Borges, 1997). Apesar de o modelo visual ser atractivo não explica a 
manutenção do polimorfismo em todas as populações de cigarrinha-da-espuma como mostrou quer 
o estudo de  Harper & Whittaker (1976) com populações inglesas em que a explicação sugerida 
para a manutenção do polimorfismo é a presença do parasita Verrallia aucta e não a predação, quer 
o estudo de Halkka & Kohila (1976) onde se observou que, em algumas populações europeias, o 
polimorfismo da cor se mantém independentemente da baixa taxa de predação.
Finalmente,  a existência  de  variação  clinal  nos  morfotipos  de  Philaenus  spumarius em 
populações  ao  longo  do  centro  Leste  da  Europa  foi  observada  por  Halkka  et  al. (1975) que 
detectaram  um  paralelismo  com  as  alterações  de  temperatura  e  outras  variáveis  ambientais, 
associadas  ao  clima,  que  ocorrem  do  norte  para  o  sul  da  Europa. Por  sua  vez,  foi  também 
observada uma ligeira variação clinal a diferentes latitudes da frequência de morfotipos escuros em 
populações  americanas,  sendo  esta  variação  também  atribuída  a  factores  climáticos  como  a 
temperatura (Boucelham & Raatikainen, 1987). Isto indica que tende a haver um aumento das 
formas melânicas do sul para o norte em populações europeias e americanas e que a associação 
entre a elevada frequência de melânicos e climas frios pode ser consequência de selecção térmica. 
Tal foi corroborado por  Berry & Willmer (1986) que experimentalmente,  através da irradiação 
artificial  e  posterior  medição da  reflectância  dorsal  e  da temperatura  corporal  das  cigarrinhas, 
demonstraram que o melanismo termal é possível.
Em algumas populações, os padrões de variação dos morfotipos podem também ser afectados 
pelo tipo de habitat,  mais exactamente pelo tipo de vegetação. Por exemplo,  foram observadas 
diferenças  nas  frequências  fenótipicas  das  fêmeas  em populações  portuguesas  de  três  habitats 
diferentes (Habitat A - campo aberto abandonado; Habitat B - floresta de  Pinus pinaster  (Aiton, 
1789) com comunidade arbustiva dominada por  Ulex europaeus  (Linnaeus, 1753); e Habitat C - 
floresta  de  Pinus pinaster  com comunidade arbustiva dominada pelo  Ononis natrix  (Linnaeus, 
1753),  sendo  que  o  habitat  B,  o  mais  frio  dos  três,  mostrou  maior  frequência  de  fenótipos 
melânicos (16,8%) quando comparado com os restantes habitats (Habitat A: 8,2% e Habitat C: 
6,3%) (Quartau & Borges, 1997). Contrariamente, não se observaram associações entre habitat e 
fenótipos num estudo efectuado em populações turcas (Yurtsever, 2001). 
Um outro factor que tem sido alvo de estudos é a poluição. Estudos realizados com populações 
de Inglaterra e Gales demonstraram um efeito urbano significativo nas frequências morfotípicas 
similar ao melanismo industrial.  Aquelas  que se localizavam mais perto de fontes  de poluição 
podiam atingir  valores de formas melânicas superiores a  75% como observado em populações 
perto das docas de Cardiff (Lees & Stewart, 1987) ou, como detectado em populações de Inglaterra 
e de Gales localizadas junto a fábricas de combustíveis,  podiam  exibir  maiores frequências de 
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formas escuras (19,1%) do que as das áreas rurais (7,3%) (Stewart & Lees, 1988; Stewart & Lees, 
1996).  Pelo contrário,  não existe evidência de que o grau de poluição nas áreas  industriais  de 
Chicago  afecte  a  frequência  de  fenótipos  melânicos  naquela  região  da  América  do  Norte 
(Thompson & Halkka, 1973).  
Factores estocásticos como o efeito fundador e a deriva genética foram também associados às 
diferenças no tipo e frequência dos morfotipos. A presença de apenas três (POP, TYP e LOP) dos 
onze fenótipos em populações da Nova Zelândia e da ilha de São Miguel (Açores) é consistente 
com a perda de variação genética devido ao efeito fundador resultante da colonização recente das  
ilhas  (Quartau  et al., 1992; Thompson, 1984), o que também ocorre em algumas populações de 
ilhas  na  Finlândia  onde se  observa  baixa  variabilidade  e  frequência  de  morfotipos  (Halkka & 
Halkka, 1990). Mais recentemente, um estudo levado a cabo em populações de ilhas no golfo da 
Finlândia  sugere  que  a  selecção  natural  geralmente  prevalece  sobre  os  efeitos  de  processos 
estocásticos como a deriva e o fluxo genético e que a frequência de determinados alelos se mantém 
nas  populações.  Neste  estudo  sugere-se  que  os  prados,  constituídos  por  diferentes  tipos  de 
vegetação, exercem diferentes pressões selectivas nas várias populações desta espécie, levando à 
manutenção de frequências alélicas específicas de cada nicho ecológico e impedindo os efeitos da 
deriva e fluxo genético (Halkka et al., 2001). 
Outras  espécies  do  género  Philaenus apresentam  polimorfismo  da  coloração  dorsal, 
contudo, o número de morfotipos é variável de espécie para espécie, existindo espécies com uma 
uma variabilidade análoga (p. e. P. signatus) e outras praticamente monomórficas (p. e. P. arslani) 
(Drosopoulos, 2003; Drosopoulos et al., 2010)
 1.1.6 Taxonomia e filogenia do género Philaenus
 Até há pouco tempo, apenas três espécies de Philaenus eram reconhecidas pelos taxonomistas: 
Philaenus spumarius,  Philaenus  signatus  (Melinchar,  1896) e  Philaenus tesselatus  (Melinchar, 
1899). Esta última, encontrada no sul da Península Ibérica e noroeste de África, foi durante muito 
tempo considerada uma sub-espécie de Philaenus spumarius (Halkka & Lallukka, 1969), contudo, 
mais recentemente foi aceite como uma espécie válida por apresentar diferenças morfológicas no 
tamanho corporal, sendo ligeiramente maior, e na genitalia do macho  (Drosopoulos & Remane, 
2000; Drosopoulos & Quartau, 2002). 
Actualmente,  na  região  do  Mediterrânico  mais  cinco  espécies  foram descritas:  Philaenus 
loukasi (Drosopoulos & Asche, 1991) da Grécia, Philaenus arslani (Abdul-Nour & Lahoud, 1996) 
do Líbano, Philaenus maghresignus (Drosopoulos & Remane, 2000) do sul de Espanha e noroeste 
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de África, Philaenus italosignus (Drosopoulos & Remane, 2000) da Península Itálica e da Sícilia  e 
Philaenus tarifa (Remane & Drosopoulos, 2001) do sul de Espanha. Com base na forma do tubo 
anal dos machos, estas oito espécies podem ser divididas em dois grupos (Drosopoulos, 2003):
1) grupo Philaenus spumarius: P. spumarius, P. tesselatus, P. loukasi e P. arslani;
2) grupo Philaenus signatus: P. signatus, P. italosignus, P. maghresignus e P. tarifa.
A nível  molecular,  recorrendo  a  loci  enzimáticos,  mostrou-se  que  estes  são  capazes  de 
distinguir as espécies gregas de P. spumarius, P. signatus e P. loukasi, sendo que as duas primeiras 
estão mais próximas entre si,  ao passo que  P. loukasi constitui  um grupo separado  (Loukas & 
Drosopoulos 1992), contrariando a divisão feita com base na morfologia do tubo anal dos machos.
Estudos cariotípicos (Maryanska-Nadachowska  et al., 2008) para as oito espécies do género 
também revelam variação cromossómica  entre  as  espécies  e  a  presença  de  quatro  grupos  que 
diferem  no  cariótipo.  P.  arslani e  P.  loukasi caracterizam-se  como  tendo  18  autossomas  e 
determinação do sexo do macho do tipo XY.  P. spumarius e  P. tesselatus possuem um cariótipo 
com 22 autossomas e determinação do sexo do tipo X, P. maghresignus e P. signatus com cariótipo 
do tipo 22+XY e, finalmente,  P. italosignus com 20 autossomas e determinação do sexo do tipo 
X1X2Y.  Esta  divisão  também  não  apoia  claramente a  divisão  do  género  nos  dois  grupos 
“spumarius”  e  “signatus”  propostos  com  base  nos  estudos  das  características  morfológicas 
(Drosopoulos, 2003).  
De  igual  forma,  os  dados  genéticos  revelam  uma  incongruência  relativamente  aos  dados 
morfológicos,  apoiando,  embora  não  inteiramente,  os  dados  citológicos.  Apesar  de  carecer  de 
informação sobre o suporte estatístico da divisão, um estudo filogenético preliminar, feito com base 
no gene mitocondrial Citocromo Oxidase I (COI) e no gene nuclear Internal Transcribed Spacer 2 
(ITS2) demonstrou a monofilia do género Philaenus e a existência de quatro grupos: P. loukasi, P. 
arslani, como grupos independentes, um terceiro  clade que inclui  P. maghresignus,  P. tarifa, P. 
italosignus e  P.  signatus e  um  quarto  clade com  as  espécies  P.  spumarius e  P.  tesselatus 
(Maryanska-Nadachowska et al., 2008).
Mais recentemente, três linhagens filogenéticas distintas foram obtidas com base nos genes 
mitocondriais  COI e Citocromo  b (Cyt-b) e no gene nuclear ITS2: uma linhagem representada 
apenas pela espécie P. maghresignus, um clade que inclui as espécies P. tarifa, P. italosignus e P. 
signatus e finalmente outro clade que se subdivide em dois subclades, um deles representado pelas 
espécies P. spumarius e P. tesselatus e o outro pelas espécies P. arslani e P. loukasi (Maryanska-
Nadachowska et al., 2010). Diferindo, em parte, dos dados morfológicos, os dados mitocondriais e 
nucleares sugerem que  P. maghresignus constitui uma espécie irmã do clade que inclui as espécies 
P. tarifa, P. italosignus e P. signatus, mantendo-se por resolver o  grupo “signatus”. 
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Nos  estudos  filogenéticos  surge  alguma  discrepância  no  que  diz  respeito  ao  estatuto 
taxonómico de  Philaenus tesselatus.  No estudo de Seabra  et  al. (2010),  este  surge como uma 
espécie distinta de P. spumarius indo ao encontro de trabalhos anteriores baseados na morfologia 
(Drosopoulos & Quartau, 2002) e contrariando Maryanska-Nadachowska et al. (2010).
Para além disso os dados genéticos corroboram a monofilia do género e suportam a relação 
próxima entre P. spumarius e P. tesselatus e também entre P. arslani e P. loukasi mas as relações 
entre  as  outras  espécies  não  são  claras  (Maryanska-Nadachowska  et  al., 2008;  Maryanska-
Nadachowska et al., 2010; Seabra et al., 2010). A distinção morfológica neste grupo é difícil tendo-
se verificado algumas divergências na identificação das espécies. De facto, tal como referido em 
Seabra  et  al. (2010),  exemplares  inicialmente  identificados  como  P.  tesselatus com  base  no 
tamanho  corporal  possuem  o  haplótipo  mitocondrial  de  P.  spumarius,  o  mesmo  acontecendo 
nalguns  exemplares  identificados  como  P.  tesselatus ou  como  P.  maghresignus por  outros 
investigadores.  Estes  resultados  levaram  a  colocar  a  hipótese  de  introgressão  do  genoma 
mitocondrial que pode ser testada através do genoma nuclear, sendo que as zonas de simpatria 
encontradas de  P. spumarius e  P. tesselatus no sul de Portugal constituem um bom sistema para 
estudar esta hipótese. 
 1.1.7 Filogeografia em Philaenus spumarius
As análises  moleculares  permitiram o  desenvolvimento  da  filogeografia,  uma área  que  se 
dedica ao estudo dos processos históricos que são responsáveis pela actual distribuição geográfica 
das  populações  de  uma  espécie  (Avise  et  al., 1987;  Avise,  2000).  Os  estudos  filogeográficos 
consideram as  relações  filogenéticas  entre  os  indivíduos  e  relacionam os  padrões  de  variação 
genética com eventos geológicos, influências ambientais e factores geográficos que ocorreram no 
passado.  Em suma,  a  filogeografia  tenta  explicar  como os  diversos  eventos  interagem com os 
aspectos  ecológicos  de  uma  espécie,  moldando  a  sua  evolução  e  distribuição  (Knowles  & 
Maddison, 2002; Knowles, 2009). Baseando-se em árvores de genes, esta ciência tem contribuído 
consideravelmente  para  a  nossa  compreensão  dos  factores  que  influenciaram  a  estrutura 
populacional e a divergência entre populações da mesma ou de espécies diferentes.  
Relativamente à filogeografia  da  espécie  P. spumarius existe apenas um estudo preliminar 
(Seabra et al., 2010) que sugere a existência de pelo menos duas rotas de colonização pós-glaciar 
das latitudes mais elevadas na Europa: uma colonização ocidental a partir das penínsulas Ibérica e 
Itálica para o Reino Unido e uma colonização a leste desde a Turquia e arredores para o norte até à  
Finlândia. Além disso, este estudo evidencia que os haplótipos encontrados na América do Norte 
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são provavelmente derivados dos haplótipos que se encontram actualmente no Reino Unido. 
Diversos estudos têm demonstrado que alguns genes são melhores que outros para reconstruir 
as  relações  evolutivas  entre  taxa  em  níveis  particulares  de  divergência  (Simon  et  al., 1994; 
Caterino et al., 2000). Os genes mitocondriais são de longe os mais utilizados em estudos, quer em 
insectos quer noutros animais em geral, uma vez que são relativamente fáceis e rápidos de isolar, 
amplificar e sequenciar, mesmo em amostras degradadas (Zink & Barrowclough, 2008). O DNA 
mitocondrial  apresenta  vantagens  em relação  ao  DNA nuclear,  na  medida  em que  é  herdado 
exclusivamente por  via  materna  comportando-se como um genoma haplóide,  não recombina  e 
existe em elevado número de cópias na célula. Para além disso, evolui a taxas mais rápidas que os 
genes nucleares devido ao pequeno efectivo populacional que a transmissão uniparental lhe confere 
(Simon  et al., 2006; Zink & Barrowclough, 2008), permitindo resolver a filogenia de espécies 
próximas.  Contudo,  a  ocorrência  de  cópias  nucleares  dos  genes  mitocondriais  (pseudogenes) 
constitui um problema que deve ser tido em conta, porque estes podem confundir seriamente as 
análises (Caterino et al., 2000). Por sua vez, os genes nucleares apresentam taxas de evolução mais 
lentas  devido ao  facto  de  o seu  efectivo  populacional  ser  quatro  vezes  maior  que  o do DNA 
mitocondrial.  Por este motivo, são bastante bons para resolver as relações evolutivas entre taxa 
mais afastados ou a um nível taxonómico superior (Zink & Barrowclough, 2008). 
Assim, o ideal seria uma análise combinada dos genes mitocondrais e nucleares. Mesmo que a 
informação  daí  resultante  nem  sempre  seja  congruente,  pode  revelar  aspectos  importantes  da 
história das espécies, nomeadamente fenómenos de introgressão, hibridação, selecção e incomplete  
lineage sorting (Simon et al., 2006). 
 1.2 Oscilações climáticas no Quaternário europeu e implicações na  
biogeografia
Durante os últimos 700 000 anos a Terra  alternou entre  períodos de grande arrefecimento 
climático, as denominadas glaciações, interrompidos, a cada 100 000 anos, por ciclos curtos de 
aquecimento designados períodos inter-glaciários. Os estudos dos fundos oceânicos, leito dos rios e 
das camadas de gelo (com recurso à análise dos isótopos de carbono e oxigénio), das espécies de 
radiolários, dos vários tipos de pólen e de outras assinaturas biológicas e físicas, constituem forte 
evidência para existência destas flutuações ao nível do globo  (Hewitt,  2000).  As oscilações no 
clima não afectaram de igual forma as várias regiões do planeta, diferindo consoante a distância ao 
equador (latitude), a posição oceânica e as correntes, assim como, consoante as áreas montanhosas. 
Regiões a elevada latitude estariam, no entanto, maioritariamente cobertas com gelo ou permafrost 
e regiões temperadas encontravam-se mais perto do Equador (Hewitt, 2004; Paulo et al., 2001).
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Na Europa a camada de gelo atingiu os 52oN cobrindo o norte do continente e a maior parte do 
Reino Unido. As áreas montanhosas da Cantábria,  Pirenéus, Alpes, a Transilvânia e o Cáucaso 
encontravam-se também cobertos por gelo, sendo que as zonas planas entre a camada mais a norte 
e as camadas montanhosas constituíam regiões de tundra e estepes geladas (Hewitt, 1996). Devido 
à influência amenizante do Mar Mediterrâneo e da latitude,  algumas regiões do sul da Europa 
foram excepção e constituíram vários refúgios para muitos animais e plantas não adaptados ao frio 
extremo já que permaneceram livres de gelo (Hewitt, 1996). 
A alternância entre períodos glaciais e inter-glaciais teve um grande impacto na distribuição e 
evolução de espécies de plantas e de animais como revela o registo fóssil. É aparente a contracção 
e  expansão  sucessivas  das  áreas  de  distribuição  das  espécies  após  cada  período  de  oscilação 
térmica e climática. Consequentemente, é expectável que tais alterações na área de distribuição 
tenham tido consequências na estrutura genética das populações (Hewitt, 1996; Schmitt, 2007). O 
desenvolvimento  das  técnicas  moleculares  tem  permitido  o  estudo  da  estrutura  genética  das 
populações e dos padrões biogeográficos das espécies e o deslindar dessas oscilações sem recorrer 
ao registo fóssil. 
Na  Europa,  distinguem-se  três  padrões  biogeográficos  predominantes:  o  Mediterrânico,  o 
Continental e o Árctico/Alpino  (Schmitt, 2007). Na zona do Mediterrânico é geralmente aceite que 
as três grandes penínsulas – Ibérica, Itálica e Balcânica – constituíram grandes refúgios para muitas 
espécies durante as glaciações. Estes refúgios impediram ou limitaram, em algumas espécies, o 
fluxo genético entre populações conduzindo à diferenciação de várias linhagens genéticas em cada 
península. Conhece-se, no entanto, alguns casos em que uma única linhagem é partilhada por mais 
do que uma península, ou então verifica-se a ocorrência de sub-estruturação dentro de uma única 
península, refúgios dentro de refúgios (Schmitt, 2007; Wahlberg & Saccheri 2007). Apesar de cada 
espécie ter uma história de colonização e padrões biogeográficos próprios, tendo por base alguns 
exemplos  quer  animais  quer de plantas,  torna-se evidente que a  re-colonização pós-glacial,  do 
centro  e  norte  da  Europa,  pelas  espécies  mediterrânicas  seguiu quatro  modelos  principais  –  o 
“Hedgehog”,  o  “Bear”,  o  “Butterfly” e  o  “Grasshopper” –  atendendo  a  se  as  cadeias 
montanhosas  dos  Pirenéus  e/ou  dos  Alpes  actuaram  ou  não,  como  barreiras  à  expansão  dos 
organismos (Hewitt 1999; Hewitt 2000; Hewitt, 2001). 
A estrutura genética das espécies europeias  actuais foi  maioritariamente estabelecida pelas 
Idades do Gelo do período Quaternário. Os dados genéticos, fósseis e geológicos combinados, têm 
ajudado  os  investigadores  a  compreender  de  que  forma  foram os  seres  vivos  afectados  pelas 
glaciações, contribuindo para aumentar o conhecimento sobre este período importante da história 
da Terra.
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 2 Objectivos
Com este  estudo pretende-se conhecer  a  variabilidade  e  diferenciação genética  da espécie 
Philaenus spumarius  e de outras espécies do género  ao nível intra- e inter-específico. Com este 
intuito, recorrer-se-á a indivíduos provenientes de diferentes regiões da Europa e da América do 
Norte, dando especial ênfase à região do Mediterrâneo. A análise molecular será realizada com 
recurso  aos  genes  mitocondriais  citocromo  oxidase  I  (COI),  citocromo  oxidase  II  (COII)  e 
citocromo b (Cyt-b) e o gene nuclear Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2). 
Mais detalhadamente, os objectivos a atingir são:
• Aprofundar  o  estudo  filogeográfico  de  P.  spumarius  feito  por  Seabra  et  al. (2010), 
recorrendo  a  um  maior  número  de  indivíduos  e  populações,  analisando  a  variação 
molecular dentro da espécie e relacionando-a com os eventos de alterações climáticas 
ocorridos no passado;
• Avaliar as relações filogenéticas no género Philaenus e colocar hipóteses de eventos de 
colonização e dispersão; 
• Estudar a possível introgressão das espécies Philaenus spumarius e Philaenus tesselatus  
que se sabe ocorrerem em simpatria em zonas do Sul da Península Ibérica.
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 3 Material e Métodos
Este trabalho envolveu deslocações ao campo por parte da autora bem como de colaboradores 
para captura de espécimes.  Foi,  posteriormente,  realizada a análise genética dos indivíduos em 
laboratório e a análise dos dados obtidos.
 3.1 Amostragem
Os espécimes do género  Philaenus provenientes  da Europa e  da América  do Norte  foram 
capturados ou enviados por colaboradores  entre  2007 e 2010.  Os indivíduos da Europa foram 
recolhidos na Península Ibérica, nos Açores, na França, na Bélgica, na Península Itálica, na Sicília, 
na  Turquia,  no  Chipre,  no  Reino  Unido  e  nas  ilhas  no  Golfo  da  Finlândia.  Os  indivíduos 
americanos  foram obtidos  na costa  Oeste  do Canadá e  na  zona Leste  dos  Estados Unidos  da 
América. Foram também capturados indivíduos de P. tesselatus de Portugal, P. tarifa de Gibraltar e 
P. italosignus da Península Itálica. Para utilizar como outgroup foram amostrados outras espécies, 
nomeadamente, as espécies  Aphrophora sp.  e Cercopis intermedia  em Portugal, Lepyronia sp  na 
Finlândia e Turquia e Neophilaenus lineatus de Portugal e Canadá (Figura 3 e ANEXO 1).
Os insectos  foram capturados no estado adulto com o auxílio  de uma rede de batimentos 
apropriada para a vegetação herbácea e arbustiva e de um aspirador entomológico. Estes foram 
conservados em etanol absoluto ou a seco em sílica gel e armazenados à temperatura ambiente no 
laboratório até à análise molecular.  
Figura 3: Mapa dos locais de amostragem. 1-Açores; 2-Portugal; 3-Espanha; 4-França; 5-Gibraltar; 6-Reino Unido; 7-Finlândia, 
8- Itália; 9-Sicília; 10-Turquia; 11-Chipre; 12-Canadá; 13-EUA; 14-Bélgica.
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 3.2 Extracção, amplificação e sequenciação do DNA
Algumas das amostras de DNA utilizadas neste trabalho encontravam-se já extraídas, através 
do  kit  “E.Z.N.A.® Tissue  DNA Isolation  Kit”  da  Omega  Bio  Tek,  colocadas  em alíquotas  e 
armazenadas a -20 ºC, pelo que apenas foi necessário realizar a amplificação dos genes em estudo. 
Para  as  restantes  amostras,  procedeu-se  à  extracção  do DNA recorrendo  ao  mesmo kit.  Após 
extracção,  submeteram-se  as  amostras  à  técnica  de  PCR  (Polymerase  Chain  Reaction),  cuja 
finalidade é a amplificação de fragmentos de DNA recorrendo a primers específicos que flaqueiam 
a região genómica de interesse (Palumbi, 1996). 
Para este trabalho seleccionaram-se fragmentos dos genes mitocondriais citocromo oxidase I 
(COI), um gene de evolução relativamente rápida, o gene citocromo oxidase II  (COII) e o gene 
citocromo  b (Cyt-b). Utilizou-se ainda a região nuclear correspondente ao  Internal Transcribed  
Spacer 2  (ITS2) localizado entre os genes 5.8S e 28S. Os primers utilizados para amplificar cerca 
de 800 pares de base (pb) do gene COI, cerca de 600 pb do gene COII e do gene Cyt-b bem como 
cerca de 600 pb da região do ITS2 encontram-se no quadro 1. 
Quadro 1: Primers utilizados na amplificação dos genes COI, COII, Cyt-b e ITS2.
Gene Primers Sequência Referência
COI
C1-J-2195 5’-TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT
Simon et al., 1994
TL2-N-3014 5’-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA
COII
TL2-J3033 5'-GATATGGCAGAAATAGTGCA
Simon et al., 2006
C2-N3665 5'-CCACAAATTTCTGAACACTG
Cyt-b
CB-N3665 5'-GTCCTACCATGAGGTCAAATATC
Simon et al., 2006
CB-N11526 5'-TTCAACTGGTCGTGCTCC
ITS2
CAS5p8sFt 5'-TGAACATCGACATTTCGAACGCACAT
Ji et al., 2003
CAS28sB1d 5'-TTGTTTTCCTCCGCTTATTAATATGCTTAA
Para a reacção de amplificação por PCR foram utilizados 0,5 μL de cada primer (25μM), 0,6 
μL de dNTPs (2,5 mM), 1,25 μL de MgCL2 (25mM), 1,25 μL de 5X Colorless GoTaq® Flexi 
Buffer e 0,05 μL de GoTaq® DNA Polimerase (5U/ μL) e aproximadamente 30 ng/μL de DNA. O 
volume final foi de 12,5 μL. O ciclo de amplificação usado para o gene COI foi: 3 minutos iniciais  
a  94ºC seguido de 30 segundos a  94ºC para desnaturação do DNA, 45 segundos a  50ºC para 
emparelhamento dos primers e 1 minuto a 72ºC para extensão seguido de 7 minutos a 72ºC. O ciclo 
foi repetido 35 vezes. Para os genes COII e Cyt-b, o procedimento foi o mesmo com excepção da 
temperatura de emparelhamento, que para o COII variou entre os 52,5 e os 56ºC e para o Cyt-b 
entre os 47 e os 54ºC. As condições do ciclo para o ITS2 consistiram numa desnaturação inicial de 
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4 minutos a 94ºC, seguido de um ciclo de 35 vezes com  desnaturação 20 segundos a 95ºC, 40  
segundos a 55ºC para emparelhamento e 20 segundos a 72ºC e uma extensão final de 2 minutos a 
72ºC. Para todas as reacções de amplificação utilizou-se o termociclador GeneAmp® PCR-System 
2700 (Applied Biosystems). 
Para verificar se houve ou não amplificação de DNA, 4 μL de amostra foram corridos em gel 
de agarose 0,5 ou 1% corado com 1,25 ou 2,50 μL de 20 000X Red Safe TM Nucleic Acid Staining 
Solution (iNtRON Biotechnology, Inc) por 50 ou 100mL de TBE. 
Após  a  visualização  em  gel  de  agarose,  os  produtos  de  PCR  foram  purificados  com  o 
Sureclean (Bioline) seguindo o protocolo do fabricante e sequenciados usando os primers forward e 
reverse  com  o  BigDye®  Terminator  v3.1  Cycle  Sequencing  Kit  da  Applied  Biosystems.  A 
sequenciação dos fragmentos foi realizada na Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa 
recorrendo-se a um sequenciador automático ABI310 (Applied Biosystems®) e a composição das 
bases  das  sequências  foram obtidas  através  do  Sequencing  Analysis  Software  5.2  também da 
Applied Biosystems. Alguns dos fragmentos foram enviados para a empresa Macrogen Inc. que 
procedeu à sua sequenciação.
 3.3 Análise genética
O software MEGA 4.0 (Kumar et al., 2008), foi utilizado na tradução dos codões dos genes 
mitocondriais para aminoácidos, pesquisa de codões stop, gaps e indels e no cálculo das distâncias 
genéticas não corrigidas. Para uma correcta tradução para aminoácidos foi usada como referência 
uma  sequência  completa  de  DNA mitocondrial  de  Philaenus  spumarius retirada  do  Genbank 
(número de acesso: AY630340).
 3.4 Análise filogenética
A análise  e  correcção  dos cromatogramas  das  sequências  obtidas  foi  realizada  através  do 
programa Sequencher 4.0.5 (GeneCodes), tendo, posteriormente, as sequências sido alinhadas no 
programa  Clustal-X 2.0.12  (Thompson  et al., 1997). A edição do alinhamento daí resultante  foi 
efectuada no software  BioEdit 7.0.0 e a conversão dos ficheiros  FASTA para formato  nexus no 
programa  Concatenator (Pina-Martins  &  Paulo,  2008). O  alinhamento  foi  também verificado 
manualmente  e  um conjunto  de  sequências  de  igual  tamanho  foi  obtido,  ou  por  remoção das 
extremidades em sobra ou por acréscimo de valores em falta (N). 
O programa Modeltest 3.07 foi utilizado para a determinação do modelo evolutivo que melhor 
explica a  divergência genética entre  as  amostras em estudo e para os  vários  genes  (Posada & 
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Crandall,  1998).  As  árvores  filogenéticas  foram  obtidas  através  dos  métodos  de  máxima 
parcimónia  e  de  máxima verosimilhança  através  do  programa PAUP 4.0d99  (Swofford  et  al., 
1996),  tendo  os  valores  de  bootstrap  sido  calculados  para  1000  replicados.  Consideraram-se 
indefinidos, agrupamentos com valores de  bootstrap  inferiores a 50%. A análise bayesiana dos 
dados foi efectuada através do programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003), tendo 
sido usado o método de Markov Chain Monte Carlo (MCMC), calculado para 1 500 000 gerações 
amostradas a cada 100. De referir que as árvores filogenéticas obtidas no estudo resultaram da 
análise individual e concatenada dos genes, sendo que para a concatenação dos genes voltou a 
utilizar-se o programa Concatenator (Pina-Martins & Paulo, 2008).
Para todos os genes foram definidos como outgroups as espécies Cercopis intermedia (Família 
Cercopidae), Neophilaenus lineatus, Aphorophora sp. e Lepyronia sp. (Família Aphrophoridae).
 3.5 Estrutura populacional
O software  Network  4.5.16  (Bandelt  et  al.,  1999) foi  utilizado para agrupar  a  diversidade 
genética e construir redes de haplótipos, através do método de median-joining. Através de uma rede 
de haplótipos é possível compreender a estrutura populacional das espécies, isto é, o modo como a 
variabilidade genética está  distribuída no espaço,  e  inferir  a  sequência de eventos  que está  na 
origem do padrão genético observado para determinada espécie  (Avise, 2000; Paulo et al., 2002; 
Templeton et al., 1995; Templeton, 1998).
Simultaneamente, a diversidade genética, quer a haplotípica quer a nucleotídica, foi calculada 
no programa Arlequin v3.11 (Excoffier et al., 2005) para as diferentes populações e para os grupos 
obtidos com base na rede de haplótipos. A diversidade haplotípica é uma medida da singularidade 
de um haplótipo numa dada população e a diversidade nucleotídica é uma medida da variação 
genética numa população. Foi também realizada uma análise molecular de variância (AMOVA) 
(Excoffier et al., 1992). A AMOVA é um método que permite estimar a diferenciação populacional 
de uma espécie, directamente a partir de dados moleculares, calculando uma série de estatísticas, 
designadas  estatísticas-φ (Excoffier et al., 1992). As estatísticas-φ analisadas são:
φCT, variabilidade genética entre os grupos;
φST, variabilidade genética de cada população em relação à variabilidade total;
φSC, variabilidade entre as populações de cada um dos agrupamentos.
Para o cálculo das diferentes estatísticas recorreu-se ao software Arlequin v3.11 (Excoffier et  
al., 2005). As várias populações de  Philaenus spumarius foram agrupadas de acordo com a sua 
distribuição geográfica ou com base nos  clades obtidos através da análise filogenética, tendo-se 
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escolhido o agrupamento que maximizasse, de forma estatisticamente significativa, φCT.
 3.6 Análises demográficas
Eventos demográficos recentes como crescimento populacional ou expansão deixam marcas 
genéticas que podem ser detectadas através da análise de sequências de DNA. A fim de detectar 
possíveis eventos de expansão, no Arlequin v3.11, realizaram-se os testes de neutralidade Tajima D 
(Tajima, 1989) e  Fs de Fu (Fu, 1997), aplicados apenas à matriz do gene COI. Ambos assumem 
como hipótese nula um modelo neutral, sendo que desvios à hipótese podem ser devidos quer a  
efeitos da selecção natural quer a expansão demográfica. Dos vários testes estatísticos, o teste Fs de 
Fu tem-se mostrado o melhor para detectar crescimento demográfico. 
Assinaturas  de  expansão  populacional  podem  também  ser  detectadas  na  distribuição  do 
número de diferenças observadas entre pares de haplótipos  (Rogers & Harpending, 1992). Com 
esta  base,  estatísticas  baseadas  na  mismatch  distribution  foram aplicadas  para  testar  expansão 
demográfica, tendo em conta o Sudden Expansion Model. Este modelo assume que uma população 
inicial em equilíbrio com θ = θ0, cresce rapidamente para um novo tamanho θ = θ1 e τ unidades de 
tempo mutacional, onde θ = Neu e τ = 2ut (Ne = tamanho efectivo da população, u = 2μk, onde μ é 
a taxa de mutação por milhão de anos e k o tamanho da sequência, e t = número de gerações 
decorrido  entre  a  população inicial  e  a  população actual,  isto  é,  é  o  tempo decorrido desde a  
expansão). 
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 4 Resultados 
 4.1 Análises genéticas 
Para um total de 126 indivíduos foi analisado um fragmento do gene COI com 551 pares de 
bases. Destas, 345 caracteres eram constantes e 206 variáveis sendo que dessas apenas 164 eram 
parcimoniosamente informativas.  Foram encontrados um total de 53 haplótipos distintos (34 na 
espécie  Philaenus  spumarius).  Um  teste  do  Chi-quadrado  (χ2)  para  a  homogeneidade  das 
frequências  não  mostrou  diferenças  significativas  entre  os  taxa  (χ2  =  28,18;  P  =  1,00).  As 
sequências apresentavam um conteúdo rico em A+T (71,18%), característica bastante comum nos 
insectos (Simon et al., 1994). Ao nível da cadeia de aminoácidos registaram-se oito mutações não 
sinónimas (Quadro 2).
Quadro  2: Mutações não sinónimas registadas ao nível da cadeia de aminoácidos para o gene COI. Posição do aminoácido na  
cadeia total indicada entre parêntesis rectos; Posição do codão que sofreu alteração indicada entre parêntesis curvos. 
Haplótipo
Aminoácido alterado
Pro [51] Ser [127] Lys [128] Ile [136] Val [139] Pro [157] Leu [173] Met [179]
Hap2 (P. spumarius Finlândia) Pro (1ª)
SPTVA6 (P. spumarius Finlândia) Pro (1ª)
SPGri4 (P. spumarius Finlândia) Pro (1ª) His (2ª)
SPSeg4 (P. spumarius Finlândia) Pro (1ª) Phe (1ª) Met (1ª)
SPGer1 (P. spumarius Turquia) Pro (1ª)
SPGer3 (P. spumarius Turquia) Pro (1ª)
SPMir1  (P. spumarius P. Ibérica) Asn (1ª)
SPGRF1 (P. spumarius P. Ibérica) Leu (1ª)
Hap11 (P. spumarius Reino Unido) Leu (1ª)
Hap6 (P. tesselatus) Leu (1ª) Thr (2ª)
Hap13 (P. tesselatus) Leu (1ª) Thr (2ª)
Hap19 (P. tesselatus) Leu (1ª) Thr (2ª)
TEOde2 (P. tesselatus) Ser (1ª) Leu (1ª) Thr (2ª)
TEOde3 (P. tesselatus) Leu (1ª) Thr (2ª)
TEOde4 (P. tesselatus) Leu (1ª) Thr (2ª)
ITSic1 (P. italosignus) Leu (1ª) Thr (2ª)
Para o gene COII e para um total de 61 indivíduos, foi obtido um fragmento com 499 pares de 
bases,  sendo  que  302  são  constantes,  197  variáveis  e  desses  115  são  parcimoniosamente 
informativas. Encontraram-se 26 haplótipos diferentes (16 na espécie P. spumarius). Também neste 
caso, as frequências das bases são homogéneas entre os taxa (χ2 = 17,21; P = 1,00). O conteúdo de 
A+T observado  foi  bastante  elevado  (74,32%)  como  verificado  para  os  outros  genes.  Foram 
registadas seis mutações não sinónimas ao nível da cadeia de aminoácidos (Quadro 3). 
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Quadro  3: Mutações não sinónimas registadas ao nível da cadeia de aminoácidos para o gene COII.  Posição do aminoácido na 
cadeia total indicada entre parêntesis rectos; Posição do codão que sofreu alteração indicada entre parêntesis curvos. 
Haplótipo
Aminoácido alterado
Val [34] Thr [37] Val [65] Ser [82] Asn [83] Leu [115]
SPAir5  (P. spumarius) Asn (2ª)
Hap5  (P. tesselatus) Ile (1ª) Ile (1ª) Ser (2ª)
TAGib1 (P. tarifa) Met (2ª) Ile (1ª)  Ser (2ª)
TAGib2 (P. tarifa) Met (2ª) Ile (1ª)
Por sua vez, para o  gene Cyt-b foram obtidos fragmentos com 469 pares de bases, num total  
de 57 indivíduos. Dessas 285 são constantes e 184 varáveis e dessas 144 são parcimoniosamente 
informativas. Registaram-se 26 haplótipos distintos (17 na espécie P. spumarius). Com o teste do 
Chi-quadrado (χ2) verificou-se que as frequências das bases eram homogéneas entre os taxa (χ2  = 
16,66; P = 1,00). A análise da composição nucleotídica mostra um conteúdo de A+T de 73,18%. 
Oito mutações não sinónimas foram registadas ao nível da cadeia de aminoácidos (Quadro 4).
Quadro 4: Mutações não sinónimas registadas ao nível da cadeia de aminoácidos para o gene Cyt-b.  Posição do aminoácido na 
cadeia total indicada entre parêntesis rectos; Posição do codão que sofreu alteração indicada entre parêntesis curvos. 
Haplótipo
Aminoácido alterado
Phe [24] Ser [49] Ile [55] Ala [72] Met [73] Met [82] Val [100] Ile [132]
SPMir1  (P. spumarius P. Ibérica) Val (1ª)
SPMir2 (P. spumarius P. Ibérica) Val (1ª)
SPMir4 (P. spumarius P. Ibérica) Val (1ª)
SPLo9-1 (P. spumarius P. Ibérica) Val (1ª)
Hap3 (P. spumarius P. Ibérica) Val (1ª)
Hap4 (P. spumarius P. Ibérica) Pro (1ª)
SPSic5 (P. spumarius Sicília) Pro (1ª)
SPDer1  (P. spumarius Turquia) Pro (1ª)
SPKecN1 (P. spumarius Turquia) Pro (1ª)
Hap5 (P. spumarius Turquia) Pro (1ª)
SPGer3 (P. spumarius Turquia) Leu (3ª)
Hap7  (P. spumarius Finlândia) Leu (3ª)
SPTVA4  (P. spumarius Finlândia) Leu (3ª)
SPAra1 (P. spumarius P. Ibérica) Val (1ª)
Hap8  (P. tesselatus) Thr (1ª) Ile (3ª) Thr (2ª) Val (1ª)
TENeg1 (P. tesselatus) Thr (1ª) Ile (3ª) Thr (2ª) Val (1ª)
TAGib1  (P. tarifa) Thr (1ª) Ile (3ª) Thr (2ª) Phe (1ª) Val (1ª)
TAGib2  (P. tarifa) Leu (2ª) Thr (1ª) Ile (3ª) Thr (2ª) Val (1ª)
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Para os três genes mitocondriais, não foram encontradas evidências da existência de cópias 
nucleares  (pseudogenes)  uma  vez  que  para  nenhuma  das  sequências  analisadas  se  detectou  a 
presença  de  codões  stop  e  não  foi,  também,  detectada  a  existência  de  intervalos  ou 
inserções/deleções em relação à sequência de referência utilizada (genoma mitocondrial completo). 
As espécies  Philaenus spumarius e  Philaenus tesselatus ocorrem em simpatria em zonas no 
Sul da Península Ibérica. Mesmo estando descrito que tesselatus têm um maior comprimento total 
do corpo que  spumarius, por vezes torna-se difícil atribuir um indivíduo a determinada espécie 
com  base  apenas  em  características  morfológicas,  em  particular  de  tamanho (Drosopoulos  & 
Quartau, 2002). No estudo foram utilizados indivíduos capturados na zona da Ribeira do Torgal 
perto de Odemira (Sudoeste Alentejano) que se sabe ser uma zona de ocorrência das duas espécies. 
A sua classificação inicial como P. spumarius (SP) ou P. tesselatus (TE) foi feita com base apenas 
nas diferenças do tamanho corporal, tendo sido guardados os abdoméns dos machos para posterior 
análise da genitalia. Através da análise genética do gene COI, foi detectado num trabalho anterior  
que alguns indivíduos identificados como  tesselatus apenas pelo comprimento total do corpo do 
indivíduo, possuíam haplótipo mitocondrial idêntico a  spumarius (Seabra  et al., 2010), o que se 
comprovou no presente trabalho (ver abaixo). 
O gene nuclear ITS2 foi utilizado aqui para estudar a possível introgressão das espécies  P. 
spumarius e  P. tesselatus,  ou seja,  perceber  se  de facto  os  indivíduos com DNA mitocondrial 
divergente da morfologia não representam introgressão do DNA mitocondrial. Para o gene nuclear 
ITS obtiveram-se fragmentos de 542 pares de bases. Dessas, 270 são conservados, 272 variáveis e 
dessas  47  são  parcimoniosamente  informativos.  Este  gene  permitiu  a  distinção  das  diferentes 
espécies  de  Philaenus, sendo  que  a  relação  entre  P.  tesselatus e  as  restantes  espécies  não  se 
encontra  bem resolvida.  Contudo,  revelou-se incapaz de detectar  variação intra-específica,  não 
tendo sido detectados polimorfismos entre os indivíduos pertencentes à mesma espécie. Para todos 
os indivíduos identificados morfologicamente como P. spumarius (SP) ou como P. tesselatus (TE),  
mas  que  possuíam  haplótipos  mitocondriais  de  tesselatus ou  spumarius,  respectivamente, 
(SPODE1, 4, 5, 6, 8, 9 e TEODE5 – ver abaixo), o fragmento ITS2 veio confirmar pertencerem 
mesmo à outra espécie (Figura 4).
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Figura 4: Filograma de Máxima Verosimilhança do gene nuclear ITS. (SP) - P. spumarius; (TE) - P. tesselatus; (TA) – P.  
tarifa. Os números nos nodos correspondem aos valores de bootstrap para 1000 replicados obtidos pelo método de Máxima 
Parcimónia  e  Máxima  Verosimilhança  (em  cima)  e  pela  Inferência  Bayesiana  (em  baixo).  Os  códigos  iniciais  de  
classificação foram mantidos. * - indivíduos identificados morfologicamente como pertencendo à espécie congénere.
Para o gene COI, a distância genética média (não corrigida) entre as espécies de Philaenus 
varia de 4,7% (entre P. tarifa e P. italosignus) a 8,7% (entre P. spumarius e P. italosignus). Entre P. 
spumarius e  P. tesselatus a distância média é de 6,5%, entre  P. spumarius e  P. tarifa é de 8,4%, 
entre P. tesselatus e P. tarifa é de 6,6% e de 6,4% entre P. tesselatus e P. italosignus. Por sua vez, a 
distância  média  entre  os  haplótipos  de  Philaenus  spumarius  é  de  1,2%.  Os  haplótipos  mais 
divergentes dentro de P. spumarius são os da Finlândia e os da população Cerkes da Turquia com 
2,1% de divergência em relação aos restantes  P. spumarius cuja a distância média entre si é de 
0,7% (ANEXO II).
A análise do gene COII mostra que a distância genética (não corrigida) entre as espécies  P. 
spumarius e  P. tesselatus é de 7,1%, de 8,4% entre  P. spumarius e  P. tarifa  e de 3,8% entre  P. 
tesselatus e P. tarifa. Dentro do grupo spumarius, a distância média encontrada entre haplótipos é 
de 0,9%. Os haplotipos da Finlândia e o da população turca de Cerkes com cerca de 2,6% de 
divergência são os mais divergentes (ANEXO III).
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Finalmente,  para  o  gene  Cyt-b,  a  distância  genética  (não  corrigida)  entre  as  espécies  de 
Philaenus é de 8,7% entre P. spumarius e P. tesselatus, de 7,7% entre P. spumarius e P. tarifa e de 
5,9% entre as espécies P. tesselatus e P. tarifa. Por sua vez, a distância média entre haplótipos de 
Philaenus  spumarius é  de  1,3%.  Corroborando  os  resultados  obtidos  para  os  outros  genes 
analisados, os haplótipos mais divergentes continuam a ser os da Finlândia e da população turca de 
Cerkes com 3,0% de divergência (ANEXO IV).
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 4.2 Análise filogenética e filogeográfica
O melhor modelo evolutivo obtido através do Modeltest 3.06 (Posada & Crandall 1998) para o 
fragmento do gene COI foi o HKY+G, para o COII o modelo TIM+I+G e para o Cyt-b o modelo 
GTR+I, segundo o Critério de Informação Akaike (AIC) (Swofford et al., 1996). Para a análise dos 
dados concatenados foi usado o modelo HKY+I. 
Uma  análise  inicial  dos  três  fragmentos  dos  genes  mitocondriais  foi  efectuada  tendo-se 
verificado um padrão filogenético idêntico para os três. O fragmento do gene COI é aquele que 
apresenta maior diversidade genética e os restantes genes corroboram a informação deste. Assim, 
optou-se por aumentar o número de indivíduos apenas para este gene e fazer a análise dos restantes  
genes apenas com um número reduzido de indivíduos por população. Os haplótipos iguais foram 
colapsados  num  só  recorrendo  ao  programa  Collapser (autor  Pina-Martins).  Os  outgroups 
Aphrophora sp.  e  Cercopis intermedia não foram amplificados com sucesso para todos os genes 
logo, para a matriz concatenada apenas foram incluídos os outgroups Lepyronia sp. e Neophilaenus 
lineatus. 
As análises filogenéticas para o gene COI mostram que a espécie  P. spumarius  constitui um 
grupo monofilético diferenciado dos restantes. P. tarifa e P. italosignus aparecem como um grupo 
distinto das outras espécies com valores de  bootstrap bem suportados (MP 93%, ML 91% e IB 
1,00). Contudo a relação entre P. tesselatus e as restantes espécies não se encontra bem resolvida 
(Figura 5). O mesmo padrão é observado nas análises dos genes COII e Cyt-b,  P. spumarius um 
grupo monofilético bem diferenciado do grupo contendo  P. tesselatus e  P. tarifa  (ANEXO VI e 
ANEXO VIII). 
Dentro do clade P. spumarius, é recorrente o aparecimento de politomias nos diversos métodos 
de  inferência  filogenética,  o  que  pode  ser  explicado  pelo  facto  de  as  diferenças  genéticas 
encontradas entre os vários haplótipos não revelarem um padrão geográfico bem marcado, apesar 
da diversidade de haplótipos.  Contudo, para os 3 genes, pode-se observar a existência de uma 
linhagem que inclui haplótipos da Finlândia, o haplótipo belga e outros pertencentes à população 
turca de Cerkes (clade A). Uma linhagem (clade D) presente na Turquia, Itália e Chipre é também 
suportada (MP 50%, ML 70% e IB 1,00, gene COII e MP 85%, ML 75% e IB 0,90, gene Cyt-b) 
excepto para o gene COI (MP e ML sem suporte e IB 0,78). Esta mesma linhagem está igualmente 
representada nas populações da parte este da Península Ibérica (Hap 7, Hap3 e Hap4, nas árvores  
do gene COI,  COII  e  Cyt-b,  respectivamente).  Na árvore do gene  COI (Figura  6),  observa-se 
também uma linhagem que inclui haplótipos do Reino Unido e da América do Norte (clade B), 
apesar dos valores relativamente baixos de bootstrap (MP e ML 54% e IB 0,88, gene COI). Por sua 
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vez, os restantes haplótipos da Península Ibérica, França, Itália, Reino Unido e América do Norte, 
não evidenciam um agrupamento bem definido (identificado com a letra C nas árvores). 
À matriz  do Cyt-b,  adicionaram-se ainda sequências de DNA mitocondrial  disponíveis no 
GenBank para as várias espécies de Philaenus e homólogas deste fragmento, com o objectivo de 
melhor  compreender  as  relações  filogenéticas  entre  elas.  Foi  construída  uma  nova  árvore 
filogenética através dos diferentes métodos  (Figura 6) na qual se verifica que o grupo spumarius 
continua a surgir como um grupo monofilético distinto das restantes espécies. Observam-se ainda 
os  mesmos  clades referidos  anteriormente  (clade A e  clade D)  e  um agrupamento  indefinido 
(assinalado com letra C). É, no entanto, de referir que a sequência do GenBank identificada como 
tesselatus (PTE)  (número  de  acesso:  FJ664102)  agrupa  com  indivíduos  do  grupo  spumarius, 
sugerindo que esta corresponde, provavelmente, a um indivíduo da espécie  P. spumarius  que foi 
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Figura 5: Árvore filogenética obtida pelo método de Máxima Verosimilhança (ML) de um fragmento de 551 pb do gene COI. O  
modelo  evolutivo  aplicado  à  análise  foi  HKY+G.  Os  números  nos  nodos  correspondem aos  valores  de  bootstrap para  1000 
replicados obtidos pelo método de Máxima Parcimónia e Máxima Verosimilhança (em cima) e pela Inferência Bayesiana (em  
baixo). Hap1- SPMir2, SPRMi1; Hap2- SPSeg1, SPTVA2, SPWin1, SPBra1, SPGri1, SPTVA3, SPBel1; Hap3- SPPab1, SPKeS1; Hap4- SPL241, 
SPSi10, SPAlc3, SPSJa3, SPL281, SPSil1, SPGRA1, SPSil6, SPAlc5, SPSJa1, PSPSE2, PSPSE3, SPFAr8, SPGrs1, SPOde2,  SPSil4, SPMir3,  
SPL291, SPOli1, SPSin1, SPOde3, SPSil5, SPArr5, SPL131, SPFAl1, SPSil2, SPAlg1, SPMtj2, SPSil3; Hap5- SPUSA5, SPUSA4, SPUSA3; Hap6- 
SPOde5,  SPOde1;  Hap7- SPL191,  SPLo31, SPL211, SPL221, SPLo41;  Hap8- SPL121,  SPL151, SPL171;  Hap9- SPAco1,  SPCan2,  SPWal1, 
SPCam3, SPCan3, SPOXF2,  SPWal2, SPAco2; Hap10- TAGib1, TAGib2; Hap11- SPCam1, SPCam2; Hap12- SPIta1, SPAlp1, SPPAR1; Hap13- 
TEOde6,  TEOde7;  Hap14- SPSi1,  SPFAr2;  Hap15-  SPBra7,  SPTVA4;  Hap16-  SPAlc4,  SPArr6,  SPMir4,  SPOli6,  SPFAr1,  SPBej2,  SPAlc2; 
Hap17- SPLo61, SPUSA6, SPGRD2; Hap18- SPKeN1, SPSul1, SPDer1, SPLap1, SPAzd1; Hap19- SPOde6, TENeg1, SPOde4, SPOde9.
mal identificado por parte dos autores, o que já tinha sido detectado no estudo de Seabra  et al.  
(2010). As  sequências  de  P.  loukasi (Plouk)  (número  acesso:  FJ664101)  e  P.  arslani (Parsl) 
(número acesso: FJ664100) surgem como espécies distintas e num grupo diferenciado. O grupo 
tesselatus aparece como um grupo diferenciado das outras espécies, sendo que a sequência de P. 
maghresignus  (PMag)  (número  acesso:  FJ664103)  retirada  do  GenBank  agrupa  com  o  grupo 
tesselatus, colocando em causa as classificações de tesselatus e maghresignus. As relações entre as 
restantes espécies P. tarifa, P. italosignus (número acesso: FJ664097) e P. signatus (número acesso: 
FJ664099) encontram-se por resolver pois os ramos carecem de suporte. No entanto, é de notar que 
P. tarifa e P. italosignus surgem dentro do mesmo grupo tal como observado no filograma do gene 
COI (Figura 5).
Figura 6: Árvore filogenética obtida pelo método de Máxima Verosimilhança (ML) de um fragmento de 469 pb do gene  
Cyt-b.  O  modelo  evolutivo  aplicado  à  análise  foi  TrN+I+G.  Os  números  nos  nodos  correspondem aos  valores  de 
bootstrap para 1000 replicados obtidos pelo método de Máxima Parcimónia e ML (em cima) e pela Inferência Bayesiana 
(em baixo).  Hap1- SPMtj2, SPSi10, SPOli6, SPRan1, PSPSE3, SPFAr8, SPAir5, SPSJa3, SPAlc4;  Hap2- SPSin1, SPFAl1, SPSic3, 
SPUSA4, SPMir3,  SPBej4, SPSil3;  Hap3- PSGRD1, SPMir1,  SPArr6;  Hap4- SPBra4,  SPBra7,  SPWin4,  SPSeg4, SPGri4;  Hap5- 
SPLo41, SPLo31, SPL221; Hap6- SPPab1, SPLap1, SPSul1, SPKuc1, SPKeS1, SPAzd1; Hap7- SPCan5, SPCam1, SPCam2, SPCan3; 
Hap9- TEOde3, SPOde4. Seq. GenBank: PTE-  P. tesselatus;  PArsl-  P. arslani;  Plouk-  P. loukasi;  Pmag-  P. maghresignus;  PIT-  P. 
italosignus; Psig- P. signatus; PTA- P. tarifa.  
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Na construção  da  matriz  concatenada foram utilizados  53  indivíduos,  tendo-se  obtido  um 
fragmento com 1527 pares de bases. A árvore resultante da concatenação dos 3 genes, embora 
apresente um menor número de amostras, corrobora o padrão observado nas análises individuais 
dos  genes  mitocondriais.  Observa-se que  a  espécie  P.  spumarius  continua  a  formar  um grupo 
monofilético individualizado do grupo contendo as espécies  P. tarifa e  P. tesselatus  que, por sua 
vez, formam duas espécies claramente distintas. Dentro do  clade spumarius, o  clade A, ao qual 
pertencem as populações finlandesas e a população turca de Cerkes, destaca-se dos restantes. Uma 
linhagem bem suportada (MP 87%, ML 82% e IB 1,00), à qual pertencem as populações do Reino 
Unido e da América do Norte surge também na árvore concatenada (clade B) assim como o grupo 
(clade D) que contém os haplótipos das restantes populações turcas, da população da Sicília e de 
populações Este da Península Ibérica (MP 99%, ML 92% e IB 1,00).  Finalmente,  os restantes 
haplótipos da Península Ibérica e um haplótipo da América do Norte (SPUSA6) não evidenciam 
um agrupamento bem definido (identificado com a letra C) (Figura 7).  
Figura 7: Árvore filogenética obtida pelo método de Máxima Verosimilhança (ML) para os três genes mitocondriais (COI, COII e  
Cyt-b). O modelo evolutivo aplicado à análise foi HKY+I. Os números nos nodos correspondem aos valores de bootstrap para 1000 
replicados obtidos pelo método de Máxima Parcimónia e ML (em cima) e pela Inferência Bayesiana (em baixo). 
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Para perceber melhor a relação entre as amostras de P. spumarius foram construídas redes de 
haplótipos. De uma maneira geral, para qualquer um dos genes, os resultados obtidos reflectem a 
mesma associação encontrada nas árvores filogenéticas, com quatro haplogrupos para o gene COI e 
três haplogrupos para o gene COII e gene Cyt-b (Figura 8; ANEXO VII e ANEXO IX).
Nas redes de haplótipos, o grupo A surge como o mais distinto. É igualmente observada uma 
proximidade entre alguns haplótipos turcos, finlandeses e o haplótipo belga (grupo A). Observa-se 
um haplótipo comum e outros muito similares diferindo em apenas uma ou duas mutações nas 
populações da Península Ibérica, França, Itália, Reino Unido e América do Norte, formando um 
grupo claramente distinto dos restantes (grupo C). Uma linhagem presente na Turquia e Itália (e 
Chipre na rede COII) está igualmente presente em populações da parte este da Península Ibérica 
(grupo D). Os haplótipos da América do Norte e dos Açores são mais semelhantes aos do Reino 
Unido (grupo B).
Figura 8: Rede de haplótipos de sequências do gene mitocondrial COI de Philaenus spumarius formada pelo 
método  de  median  joining.  O  diâmetro  dos  círculos  é  proporcional  ao  número  de  haplótipos.  As  cores 
representam os clades discriminados na análise filogenética. O número de passos mutacionais entre haplótipos 
está indicado por traços nas linhas.
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 4.3 Análises Demográficas
As análises demográficas foram aplicadas apenas à matriz mitocondrial do COI e dentro dela 
apenas se testou expansão para o haplogrupo C porque, de todos, é o que apresenta um tamanho de 
amostra adequada para uma interpretação fiável (n = 59).
Para o grupo C (Península Ibérica, Itália e França), detectaram-se associações estatisticamente 
significativas para todos os testes efectuados (Quadro 5). 
Quadro  5: Parâmetros de neutralidade e  expansão para  P.  spumarius baseado num fragmento do gene COI.  IC,  intervalo de 
confiança. Valores significativos para os estimadores de neutralidade (P < 0,05) estão acentuados com *.
D de Tajima 
Fs de Fu
Índice Raggedness (r)
τ
Grupo C
-2,0848*
-15,1223*
r = 0,04 P= 0,85
1,1
As análises de mismatch distribution das sequências mostraram uma distribuição unimodal do 
número de diferenças o que vai de encontro ao esperado pelo modelo de expansão. 
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 4.4 Estrutura Populacional
A diversidade haplotípica (h) e a diversidade nucleotídica (π) observada para cada um dos 
genes  analisados  para  os  grupos  evidenciados  pela  análise  filogenética  e  redes  de  haplótipos, 
apresentam-se  no  Quadro  6.  Os  valores  de  h  e  π  calculados  para  cada  uma  das  populações 
amostradas encontra-se em anexo (ANEXO X). 
Quadro 6: Haplótipos e medidas de diversidade haplotípica (h) e nucleotídica (π) encontrados nos vários grupos (correspondentes  
aos indicados na Fig. 8) e para os 3 genes mitocondriais. 
Grupo
Nº de Indivíduos Haplótipos h π
COI COII Cyt-b COI COII Cyt-b COI COII Cyt-b COI COII Cyt-b
A 13 6 7 6 2 3  0,7179+/- 0,1279
0,3333
+/- 0,2152
0,5238
+/- 0,2086
0,0051
+/- 0,0033
0,0088
+/- 0,0058
0,0018
+/- 0,0017
B 15 - - 4 - - 0,6667+/- 0,0991 - -
0,0016 
+/- 0,0014 - -
C 60 32 29 16 10 9 0,6175+/- 0,0737
0,6835
+/- 0,0779
0,8300 
+/- 0,0415
0,0020
+/- 0,0015
0,0017
+/- 0,0014
0,0035
+/- 0,0024
D 17 13 12 8 14 5 0,8456+/- 0,0617
0,4231
+/-0,1645
0,7273
+/- 0,1133
0,0035
+/- 0,0024
0,0049
+/- 0,0032
0,0021
+/- 0,0018
A diversidade haplotípica média de P. spumarius é de 0,7119 (COI). De uma forma geral os 
grupos  apresentam  valores  elevados  de  diversidade  haplotípica.  Entre  os  grupos  com  maior 
variabilidade  destacam-se  de  uma  forma  geral  o  grupo  C,  constituído  na  sua  maioria  por 
populações  da  Península  Ibérica,  provavelmente  devido  ao  número  elevado  de  indivíduos  da 
amostra, e o grupo D com populações maioritariamente da Turquia. Por outro lado, a diversidade 
nucleotídica nos vários grupos revelou-se baixa para qualquer um dos três genes analisados sendo o 
valor mais alto, 0,0088, registado no grupo A e no gene COII.
Realizou-se uma Análise de Variância Molecular (AMOVA) com o objectivo de inferir sobre 
os padrões de sub-divisão e estrutura nas várias populações. Estas foram agrupadas com base na 
estruturação evidenciada na análise filogenética e nas redes de haplótipos, tendo-se também optado 
por realizar outros agrupamentos de forma a evidenciar outras possíveis associações que melhor 
possam explicar a variação molecular. 
Os  vários  agrupamentos  bem como  as  estatísticas-φ,  para  o  gene  COI,  apresentam-se  no 
Quadro  7.  De todos os  arranjos  efectuados,  aquele  que  melhor  explica  a  divergência  genética 
observada entre as populações de P. spumarius é o agrupamento [Grupo A] [Grupo B] [Grupo C] 
[Grupo D]  construído com base na estruturação evidenciada na análise filogenética e na rede de 
haplótipos. Os valores observados são relativamente altos e este agrupamento explica mais de 70% 
da variação genética entre as populações de  P. spumarius estudadas. Os arranjos  [R. Unido,  A. 
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Norte, Açores] [P. Ibérica, França] [Finlândia] [Itália, Turquia] e [R. Unido,  A. Norte, Açores] [P. 
Ibérica] [França] [Finlândia] [Itália,  Turquia], que apenas diferem na separação das populações 
francesas  das  ibéricas  explicam  55%  e  54%  da  variação  genética  entre  as  populações, 
respectivamente. Os restantes agrupamentos apresentam uma variação menor entre grupos, inferior 
a 50%. 
Quadro  7: Análise de Variação Molecular (AMOVA) entre populações de  Philaenus spumarius, com indicação dos índices de 
fixação assim como a percentagem de variação total explicada pelo agrupamento, para o gene COI.
Agrupamentos φst  φsc  φct %Var
[Grupo A] [Grupo B] [Grupo C] [Grupo D] 0,1048 17,69 0,7183 71,83
[R. Unido,  A. Norte, Açores, P. Ibérica, França] [Finlândia, Turquia] [Itália] 0,3484 0,5679 0,0836 8,36
[R. Unido,  A. Norte, Açores, P. Ibérica, França] [Finlândia] [Itália, Turquia] 0,3021 0,2409 0,4570 45,70
[R. Unido,  A. Norte, Açores] [P. Ibérica, França] [Finlândia] [Itália, Turquia] 0,3417 0,1022 0,5561 55,61
[R. Unido,  A. Norte, Açores, P. Ibérica, França] [Finlândia] [Itália] [Turquia] 0,3080 0,2567 0,4352 43,52
[R. Unido,  A. Norte, Açores] [P. Ibérica] [França] [Finlândia] [Itália, Turquia] 0,3512 0,1073 0,5415 54,15
Ao contrário do esperado, para o gene mitocondrial  COII, o arranjo que melhor explica a 
variação genética (mais de 74%) entre populações ([R. Unido,  A. Norte, P. Ibérica] [Finlândia] 
[Itália, Chipre, Turquia]), embora seja bastante semelhante, não corresponde ao agrupamento feito 
com base na divergência verificada na análise filogenética e na rede de haplótipos, que explica 
apenas  66%  da  variação.  Os  agrupamentos  [R.  Unido,   A.  Norte,  P.  Ibérica,  Itália,  Chipre] 
[Finlândia]  [Turquia]  e  [R.  Unido,  A.  Norte]  [P.  Ibérica]  [Finlândia]  [Itália,  Chipre,  Turquia], 
apresentam de igual modo, valores elevados, explicando mais de 70% da divergência genética entre 
as populações (Quadro 8).
Quadro  8: Análise de Variação Molecular (AMOVA) entre populações de  Philaenus spumarius, com indicação dos índices de 
fixação assim como a percentagem de variação total explicada pelo agrupamento, para o gene COII. 
Agrupamentos φst  φsc  φct %Var
[Grupo A] [Grupo C] [Grupo D] 0,1442 0,1891 0,6666 66,66
[R. Unido,  A. Norte, P. Ibérica, Itália, Chipre] [Finlândia] [Turquia] 0,2529 0,0449 0,7022 70,22
[R. Unido,  A. Norte, P. Ibérica] [Finlândia, Turquia] [Itália, Chipre] 0,3212 0,6521 0,0267 2,67
[R. Unido,  A. Norte, P. Ibérica] [Finlândia] [Itália, Chipre, Turquia] 0,2705 -0,0185 0,7479 74,79
[R. Unido,  A. Norte] [P. Ibérica] [Finlândia] [Itália, Chipre, Turquia] 0,3139 -0,0284 0,7144 71,44
[R. Unido,  A. Norte, P. Ibérica] [Finlândia] [Itália, Chipre] [Turquia] 0,3097 0,4842 0,2060 20,60
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Também para o gene Cyt-b, o agrupamento [Grupo A] [Grupo C] [Grupo D] feito com base na 
árvore filogenética e rede de haplótipos é aquele que explica a maior parte da variação genética 
(78,92%) observada entre as populações (Quadro 9). 
Quadro  9: Análise de Variação Molecular (AMOVA) entre populações de  Philaenus spumarius, com indicação dos índices de 
fixação assim como a percentagem de variação total explicada pelo agrupamento, para o gene Cyt-b. 
Agrupamentos φst  φsc  φct %Var
[Grupo A] [Grupo C] [Grupo D] 0,0667 0,1441 0,7892 78,92
[R. Unido,  A. Norte, P. Ibérica, Itália] [Finlândia] [Turquia] 0,2491 0,0571 0,6938 69,38
[R. Unido,  A. Norte, P. Ibérica] [Finlândia, Turquia] [Itália] 0,3034 0,6103 0,0863 8,63
[R. Unido,  A. Norte, P. Ibérica] [Finlândia] [Itália, Turquia] 0,2621 0,0536 0,6843 68,43
[R. Unido,  A. Norte] [P. Ibérica] [Finlândia] [Itália, Turquia] 0,3036 0,0155 0,6809 68,09
[R. Unido,  A. Norte, P. Ibérica] [Finlândia] [Itália] [Turquia] 0,2675 0,0545 0,6779 67,79
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 5 Discussão
 5.1 Filogenia do género Philaenus
A análise  genética  levada  a  cabo  neste  estudo  com  base  nos  fragmentos  dos  três  genes 
mitocondriais (COI, COII e Cyt-b) e no fragmento do gene nuclear (ITS2), corrobora a monofilia 
do género  Philaenus observada em trabalhos anteriores  (Maryanska-Nadachowska  et al.,  2008; 
Maryanska-Nadachowska  et al., 2010  e Seabra  et al., 2010) e  segundo os quais se estima que a 
divergência  tenha  começado  no  Mioceno  há  aproximadamente  7  900  000  anos (Maryanska-
Nadachowska et al., 2010). O fragmento do gene nuclear ITS2, tal como se observa para outros 
grupos  de  organismos,  revelou-se  altamente  conservado,  não  apresentando  variabilidade  intra-
específica,  sendo,  no  entanto,  indicado  para  estudos  inter-específicos.  Este  fragmento  vai  de 
encontro ao obtido pelo DNA mitocondrial indicando que houve uma incorrecta classificação dos 
indivíduos, sugerindo que não existe introgressão do genoma de  P. spumarius no  P. tesselatus e 
vice versa. Com base na topologia da árvore filogenética obtida para o gene Cyt-b (Figura 6), 
confirma-se a relação próxima entre P. arslani e P. loukasi. Deste modo, a informação obtida por 
Maryanska-Nadachowska et al. (2008) com base no cariótipo que caracteriza estas duas espécies 
como tendo 18 autossomas e determinação do sexo do macho do tipo XY é corroborada. A falta de 
suporte  dos  ramos não permite  esclarecer  com certeza  as  relações  entre  as  outras  espécies  do 
género, no entanto, na árvore é possível observar um grupo que inclui as espécies P. spumarius, P. 
loukasi e  P. arslani, o que vai de encontro aos dados morfológicos da genitalia dos machos que, 
agrupa  estas  espécies  no  grupo  spumarius  (Drosopoulos,  2003). É  também  observável  um 
agrupamento das espécies pertencentes ao grupo signatus (P. signatus + P. italosignus + P. tarifa + 
P. maghresinus),  sendo que dentro desse grupo, o grupo identificado como  tesselatus (mas que 
possivelmente é P. maghresignus – ver abaixo) se encontra mais distante dos restantes.
Apesar de ser difícil inferir sobre a evolução das espécies do género Philaenus, tendo em conta 
a actual área de distribuição (ANEXO XI), a divisão do género em dois grupos, o grupo spumarius 
(P.  spumarius +  P.  tesselatus +  P.  loukasi +  P.  arslani)  e  o  grupo  signatus  (P.  signatus +  P. 
italosignus + P. maghresinus + P. tarifa) e a informação de anteriores trabalhos, podemos especular 
sobre uma divergência, a partir do Leste para a Europa, dos ancestrais dos dois grupos, signatus e 
spumarius, seguida de uma dispersão para Sul do ancestral do grupo spumarius, com diferenciação 
de P. tesselatus na Península Ibérica, de P. loukasi nos Balcãs e de P. arslani na região do Médio 
Oriente. Finalmente, uma dispersão do ancestral do grupo signatus, quer pelo Sul da Europa com 
diferenciação de P. italosignus na Itália e de P. signatus nos Balcãs quer pelo Norte de África com 
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diferenciação de P. maghresignus e de P. tarifa na Península Ibérica. No entanto, não se exclui a 
hipótese  de  P.  maghresignus se  ter  diferenciado  na  Península  Ibérica  e  posteriormente  ter 
colonizado o Norte de África.
A distância genética média observada para o gene Cyt-b (ANEXO V), entre a sequência de P. 
tesselatus do GenBank (PTE – número de acesso: FJ664102) e os indivíduos do grupo spumarius é 
de  1,4%,  valor  próximo  do  valor  médio  observado  dentro  do  grupo  spumarius  (1,3%). A 
divergência genética para os genes mitocondriais entre espécies de insectos tende a ser maior que 
3% (Ferguson, 2002) enquanto que a diferença observada dentro de grupos da mesma espécie está 
geralmente abaixo dos 2%. Isto sugere que a sequência PTE identificada como  tesselatus será 
muito provavelmente um spumarius. Se assim for, a baixa diferenciação genética observada entre 
as duas espécies, coloca em dúvida o seu estatuto de boa espécie. Para qualquer um dos genes 
mitocondriais,  os  valores  de  diferenciação  genética  observados  entre  os  indivíduos  aqui 
identificados  como pertencendo à  espécie  P. tesselatus e  o  grupo  spumarius  são relativamente 
elevados em relação ao que seria de esperar entre duas espécies que se pensa terem divergido há 
poucos milhões de anos (Maryanska-Nadachowska et al., 2010). Para além disso, a sequência do 
GenBank (número de acesso: FJ664103) identificada como pertencente a um indivíduo da espécie 
P. maghresignus (Pmag) agrupa com o grupo aqui identificado como tesselatus. Isto parece indicar 
que estes indivíduos terão sido, muito provavelmente, mal identificados como P. tesselatus sendo 
na verdade, indivíduos da espécie P. maghresignus. A apoiar esta hipótese, tem-se também o facto 
deste grupo se encontrar geneticamente mais próximo das espécies P. tarifa e P. italosignus, como 
seria de esperar para P. maghresignus, e o facto de a espécie ocorrer na mesma área de distribuição 
de P. tesselatus e P. spumarius, não sendo de todo improvável a sua captura. Para além disso, é de 
salientar que os indivíduos amostrados na zona de Odemira foram encontrados na sua maioria em 
Asphodelus  sp.  (Linnaeus,  1753),  espécie descrita  como  sendo  a  planta  hospedeira  de  P. 
maghresignus (Drosopoulos, 2003). A análise do abdómen de vários espécimes realizada por J. A, 
Quartau (comunicação pessoal) corrobora a ideia de que os exemplares em questão são de facto P.  
maghresignus,  contudo,  o  ideal  seria  a  comparação  destes  indivíduos  com  indivíduos  P. 
maghresignus do  Norte  de  África,  de  onde  se  pensa  que  a  espécie  é  originaria  e  de  onde  o 
“holótipo” da espécie foi descrito (Dayet Aoua – Marrocos) (Drosopoulos & Remane, 2000). 
 A variabilidade genética dentro do grupo tesselatus (P. maghresignus) é relativamente elevada 
(distância-p de 0,6% para o gene COI) se tivermos em conta que os indivíduos amostrados, com 
excepção  do  indivíduo  TE  Neg1,  pertencem  todos  à  mesma  população  (Ribeira  do  Torgal, 
Odemira) e que a distância genética média dos indivíduos  P. spumarius da Península Ibérica é 
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0,5%. Isto poder-se-á dever a uma divergência mais antiga desta espécie em relação a P. spumarius, 
tendo havido mais oportunidade de surgirem diferentes haplótipos. Assumindo também que se trata 
da  espécie  P.  maghresignus e  que  esta  colonizou  a  Península  Ibérica  a  partir  de  África 
provavelmente não houve um efeito de bottleneck durante essa colonização, podendo a espécie ter 
tido uma distribuição mais alargada na Península Ibérica, estando agora mais restrita.
Diversos  estudos  têm  demonstrado  que  a  área  de  distribuição  de  algumas  espécies  de 
borboletas e de outros insectos herbívoros tem vindo a alterar-se em direcção aos pólos, tendo sido 
observado a deslocação da área de distribuição de populações de P. spumarius em direcção a norte 
ao  longo  da  costa  da  Califórnia  possivelmente  resultado  das  alterações  climáticas  (Karban  & 
Strauss,  2004).  O  mesmo  parece  estar  a  acontecer  para  a  espécie  P.  maghresignus  que  foi 
descoberta pela primeira vez mais a Norte na Península Ibérica (Negrais - Sintra), acima do limite 
de distribuição conhecido para a espécie. Será interessante testar se esta colonização é recente. 
Alterações  na  distribuição  das  espécies  foram já  verificadas  para  outros  insectos  na Península 
Ibérica  (Fric,  2005) provocada  pelo  aumento  da  temperatura  média  anual  na  região  do 
Mediterrâneo. A relação próxima que existe entre o indivíduo de Negrais (TENeg1) e os indivíduos 
de Odemira bem como a análise da genitalia dos machos realizada por J. A. Quartau (comunicação 
pessoal) apoia a classificação como  maghresignus. Assim é provável que também nesta zona a 
espécie seja maghresignus, contudo, mais uma vez, a comparação da genitalia dos machos com as 
de populações do Norte de África bem como estudos cariotípicos serão importantes para a correcta 
identificação da espécie existente na zona.
 5.2 Filogeografia de Philaenus spumarius
De uma maneira geral os resultados obtidos vão ao encontro do trabalho de Seabra et al. 2010. 
As  análises  sugerem  uma  origem  monofilética  de  P.  spumarius. Dentro  do  grupo  spumarius 
detectou-se reduzida divergência genética entre os haplótipos da Península Ibérica, os haplótipos de 
França e alguns italianos (grupo C) o que sugere uma colonização recente, assim como a existência 
de fluxo génico elevado entre estas populações. A re-colonização do centro e Norte da Europa após 
os períodos glaciares a partir de refúgios a sul tem sido observada para um grande número de 
espécies (Hewitt, 1999; Wahlberg & Saccheri, 2007). A rede de haplótipos obtida para a espécie P. 
spumarius  e a diversidade haplotípica média elevada, sugere que quer a Península Ibérica quer a 
Península  Itálica  constituíram  um  possível  centro  de  diversificação  genética  com  posterior 
expansão da área de distribuição da espécie para Norte até às ilhas Britânicas, provavelmente após 
a última glaciação no Pleistoceno que terminou acerca de 14 000 anos. Estas populações podem 
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ter-se expandido neste período à medida que as condições climatéricas melhoravam e a camada de 
gelo recuava. A análise das populações turcas revela a existência de haplótipos bastante divergentes 
o que indica um outro possível centro de diversificação nessa região (leste da Europa). De todos os 
haplótipos, os mais divergentes pertencem às populações finlandesas e à população turca de Cerkes 
(grupo A). Com base na divergência genética do gene COI e assumindo uma taxa de mutação de 
2,3% por nucleótido por milhão de anos para os insectos (Brower, 1994), o tempo estimado para 
esta divergência foi há cerca de 900 000 anos, no Pleistoceno inferior sendo, contudo, de referir 
que o cálculo dos tempos de divergência tem um erro associado que tende a ser elevado porque 
dependem de  outros  factores,  entre  eles  o  tempo  de  geração  (Pulquério  & Nichols,  2007).  A 
proximidade entre os haplótipos da população turca de Cerkes e das populações finlandesas aliada 
à baixa variabilidade genética na Finlândia sugere uma colonização a partir da região sudeste para 
o Norte da Europa, tendo esta colonização, provavelmente, uma origem pós-glacial. De referir que 
o haplótipo do indivíduo amostrado na Bélgica, é semelhante aos haplótipos finlandeses indicando 
que este teve também ele origem nos haplótipos turcos que re-colonizaram o centro e norte da 
Europa.  Os restantes haplótipos turcos  são semelhantes aos haplótipos  presentes na Itália  e no 
Chipre sendo que a linhagem presente na Turquia, na Itália e no Chipre (grupo D), também se 
encontra representada na parte oriental da Península Ibérica, o que sugere uma colonização Este-
Oeste  ou  vice-versa,  ou  também a  manutenção  de  polimorfismo ancestral.  Apesar  de  um dos 
haplótipos  norte  americano  ser  semelhante  a  haplótipos  da  linhagem  da  Península  Ibérica,  a 
separação da linhagem que inclui os haplótipos do Reino Unido e da América do Norte (Estados 
Unidos e Canadá) (grupo B) evidenciada pelas análises sugere que os haplótipos presentes nas 
populações  da América  do  Norte  tiveram uma origem comum às  populações  britânicas,  tendo 
resultado  de  uma dispersão  de  haplótipos  do  Oeste  da  Europa,  constituindo  uma colonização 
bastante recente da região Neártica.  A relação de proximidade observada entre os haplótipos dos 
Açores e os britânicos, evidencia também, uma possível colonização do arquipélago a partir de um 
conjunto  de  haplótipos  de  origem  no  oeste  europeu,  possivelmente  britânicos,  sendo  essa 
colonização, também ela, provavelmente recente. 
O grupo C e o grupo D constituídos maioritariamente por populações da Península Ibérica e 
por populações turcas, respectivamente, apresentam os valores mais altos de variabilidade genética. 
Este padrão está em conformidade com hipotéticas zonas de refúgio glaciar em posição meridional 
na Europa. A AMOVA coloca como seria de esperar a maior parte da variação molecular na divisão 
existente entre os quatro grupos evidenciada na rede (φCT=0,7183),  resultado da não partilha de 
haplótipos entre as respectivas populações. 
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A  diversidade  haplotípica  média  elevada  detectada  na  espécie  P.  spumarius  aliada  à 
diferenciação em quatro linhagens distintas e a uma estruturação populacional moderada sugerem 
que  se  está  perante  uma  espécie  que  terá  sobrevivido  em refúgios  mediterrânicos  durante  os 
períodos de maior instabilidade climática do Quaternário e que,  apesar dos eventos glaciais  do 
Pleistoceno, foi capaz de dispersar e colonizar novas áreas nos períodos inter-glaciais.
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 6 Conclusões finais
A cigarrinha-da-espuma,  Philaenus spumarius é uma espécie bastante conhecida e estudada 
por apresentar um polimorfismo no padrão de coloração da zona dorsal do corpo que se pensa ser  
mantido  nas  populações  através  de  mecanismos  de  selecção  natural.  Contudo,  os  processos 
históricos que são responsáveis pela actual distribuição geográfica das suas populações não são 
bem conhecidos. 
Com este estudo contribuiu-se para a compreensão da história evolutiva da espécie, essencial 
para  inferir  acerca  da  dinâmica  de  adaptação  da  mesma  a  diferentes  habitats.  Este  sugere  a 
existência de pelo menos duas rotas de colonização pós-glacial na Europa em P. spumarius: uma 
rota a oeste a partir das Penínsulas Ibérica e Itálica para o Reino Unido e uma rota de leste a partir  
da Península dos Balcãs para a Finlândia. A presença de uma linhagem exclusiva à Turquia, Itália, 
Chipre, e parte oriental da Península Ibérica, sugere uma colonização este-oeste ou vice-versa.  A 
análise  indica  também  que  os  haplótipos  norte  americanos  e  açorianos  tiveram  origem  em 
populações afins às britânicas,  sendo essa colonização, provavelmente recente.  No entanto,  são 
necessários  estudos  genéticos  mais  finos  para  resolver  as  relações  dentro  do  género, 
nomeadamente, o estatuto taxonómico de  P. tesselatus e para melhor compreender o padrão de 
distribuição  de  P.  spumarius.  Desta  forma,  somente  uma  amostragem  mais  completa,  com  a 
inclusão  de  mais  populações  de  P.  spumarius e  restantes  espécies  do  género,  designadamente 
populações do Norte de África e populações centrais da Europa, e recorrendo a um maior número 
de  marcadores  moleculares  (genes  mitocondriais  e  genes  nucleares)  com  diferentes  taxas  de 
mutação, poder-se-á compreender a dinâmica de colonização das várias espécies. A filogenómica, 
uma área em expansão que utiliza grandes quantidades de dados genéticos para construir árvores 
evolutivas e/ou filogenias, pode ser um caminho a seguir na tentativa de esclarecer as relações 
dentro do género Philaenus. 
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ANEXOS
  ANEXO I
Amostras utilizadas na análise genética
Espécies Localizacão Código COI COII Cyt-b ITS
Philaenus spumarius Gouveia, Sintra, Portugal
Gouveia, Sintra, Portugal
SP Si1
SP Si10
x
x x x x
Bom Sucesso, Foz do Arelho, Portugal
Bom Sucesso, Foz do Arelho, Portugal
Bom Sucesso, Foz do Arelho, Portugal
SP FAr1
SP FAr2
SP FAr8
x
x
x x x
Arrábida, Setúbal, Portugal
Arrábida, Setúbal, Portugal
SP Arr5
SP Arr6
x
x x x
Olival, Ourém, Portugal
Olival, Ourém, Portugal
SP Oli1
SP Oli6
x
x x x
Beja, Alentejo, Portugal
Beja, Alentejo, Portugal
SP Bej2
SP Bej4
x
x x
Montejunto, Portugal SP Mtj2 x x x
Viana do Castelo, Minho, Portugal
Parque Nacional da Peneda Gerês, Minho, Portugal
SP VIA2
SP Grs1
x
x
São Jacinto, Aveiro, Portugal
São Jacinto, Aveiro, Portugal
SP Sja1
SP SJa3
x
x x x
Quinta da Ranca, Vinhais, Trás-os-Montes, Portugal SP Ran1 x x x
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
SP Ode2
SP Ode3
TE Ode5
x
x
x
x
x
Grândola, Alentejo, Portugal
Grândola, Alentejo, Portugal
Grândola, Alentejo, Portugal
Grândola, Alentejo, Portugal
SP GRF1
SP GRA1
SP GRD1
SP GRD2
x
x
x
x
x x
Évora de Alcobaça, Alcobaça, Portugal
Évora de Alcobaça, Alcobaça, Portugal
Évora de Alcobaça, Alcobaça, Portugal
Évora de Alcobaça, Alcobaça, Portugal
SP Alc2
SP Alc3
SP Alc4
SP Alc5
x
x
x
x
x
x
x
x
Silves, Algarve, Portugal
Silves, Algarve, Portugal
Silves, Algarve, Portugal
Silves, Algarve, Portugal
Silves, Algarve, Portugal
Silves, Algarve, Portugal
SP Sil1
SP Sil2
SP Sil3
SP Sil4
SP Sil5
SP Sil6
x
x
x
x
x
x
x x
x
Covão da Ametade, Serra da Estrela, Portugal
Santa Combadão, Serra da Estrela, Portugal
PSP SE2
PSP SE3
x
x x x
Barranco do Velho, Algarve, Portugal SP Alg1 x
Beringel, Ferreira do Alentejo, Portugal SP FAl1 x x x
I
Serpa, Portugal SP Ser1 x
Serra d' Aire, Portugal SP Air5 x x x
Santa Clara a Velha, Rio Mira, Alentejo, Portugal
Santa Clara a Velha, Rio Mira, Alentejo, Portugal
Santa Clara a Velha, Rio Mira, Alentejo, Portugal
Santa Clara a Velha, Rio Mira, Alentejo, Portugal
Santa Clara a Velha, Rio Mira, Alentejo, Portugal
SP RMi1
SP Mir1
SP Mir2
SP Mir3
SP Mir4
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
Sines, Portugal
Aljezur, Portugal
São Miguel, Açores, Portugal
São Miguel, Açores, Portugal
SP Sin1
SP Lo9-1
SP Aco1
SP Aco2
x
x
x
x
x
x
x
x
Tvarminne, Finlândia
Tvarminne, Finlândia
Tvarminne, Finlândia
Tvarminne, Finlândia
Norra Grisselgrundet, Finlândia
Norra Grisselgrundet, Finlândia
Windskar, Finlândia
Windskar, Finlândia
Brannskar, Finlândia
Brannskar, Finlândia
Brannskar, Finlândia
Segelskar, Finlândia
Segelskar, Finlândia
SP TVA2
SP TVA3
SP TVA4
SP TVA6
SP Gri1
SP Gri4
SP Win1
SP Win4
SP Bra1
SP Bra4
SP Bra7
SP Seg1
SP Seg4
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
Cerkes, Turquia
Cerkes, Turquia
Azdavay, Turquia
Azdavay, Turquia
Keçan (Norte), Turquia
Keçan (Sul), Turquia
Lapseki, Turquia
Kucukuyu, Turquia
Suloglu, Turquia
Pabucdere, Turquia
Demirkoy, Turquia
SP Ger1
SP Ger3
SP Azd1
SP Azd2
SP KeNI
SP KeS1
SP Lap1
SP Kuc1
SP Sul1
SP Pab1
SP Der1
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
Tardaria, Etna, Sicília, Itália
Tardaria, Etna, Sicília, Itália
Tardaria, Etna, Sicília, Itália
Bosco di Acisantantonio, Etna, Sicília, Itália
Torcello, Veneza, Itália
Via Appia, Roma, Itália
Emilia, Parma, Itália
Emilia, Parma, Itália
Villaromagnana, Alpes, Itália
SP Sic1
SP Sic2
SP Sic3
SP Sic5
SP VEN2
SP ROM1
SP Ital1
SP PAR1
SP Alp1
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
Troudos, Chipre SP Chi1 x x
II
Cardiff, País de Gales, Reino Unido
Cardiff, País de Gales, Reino Unido
Farinadon, Oxfordshire, Reino Unido
Cambridge, Inglaterra, Reino Unido
Cambridge, Inglaterra, Reino Unido
Cambridge, Inglaterra, Reino Unido
SP Wal1
SP Wal2
SP OXF2
SP Cam1
SP Cam2
SP Cam3
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
Burnaby Mt. BC, Canadá
Burnaby Mt. BC, Canadá
Burnaby Mt. BC, Canadá
Burnaby Mt. BC, Canadá
Burnaby Mt. BC, Canadá
SP Can1
SP Can2
SP Can3
SP Can4
SP Can5
x
x
x
x
x
x
x
x
x
Michigan, Estados Unidos da América
Michigan, Estados Unidos da América
Michigan, Estados Unidos da América
Michigan, Estados Unidos da América
Michigan, Estados Unidos da América
SP USA2
SP USA3
SP USA4
SP USA5
SP USA6
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
Cortegana, Serra de Aracena, Espanha
C. R. de Fauna e Ed. Amb. “Los Hornos”, Espanha
Valdenoches, Espanha
Caspe, Espanha
Tolva, Aragão, Espanha
El Pont de Suert, CT, Espanha
Forgais de Montclús, Espanha
Chert, Valência, Espanha
San Agustin, Aragão, Espanha
Cheste, Valência, Espanha
Av. de Andalucia, Vélez-Rubio, Andaluzia, Espanha
Ronda, Andaluzia, Espanha
El Gastor, Andaluzia, Espanha
SP Ara1
SP Lo2-1
SP Lo3-1
SP Lo4-1
SP Lo6-1
SP Lo8-1
SP L17-1
SP L19-1
SP L21-1
SP L22-1
SP L24-1
SP L28-1
SP L29-1
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
Saint-Antonin-Noble-Val, França
Lautrec, França
Fitou, França
SP L12-1
SP L13-1
SP L15-1
x
x
x
x
Namur, Bélgica SP Bel1 x
Philaenus tesselatus Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
Ribeira do Torgal, Odemira, Alentejo, Portugal
TE Ode2
TE Ode3
TE Ode4
TEOde6
TE Ode7
SP Ode1
SP Ode4
SP Ode5
SP Ode6
SP Ode8
SP Ode9
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
III
Negrais, Sintra, Portugal TE Neg1 x x x x
Philaenus 
italosignatus
Bosco di Acisantantonio, Etna, Itália
IT Sic1 x
Philaenus tarifa Gibraltar, Sul da Península Ibérica
Gibraltar, Sul da Península Ibérica
TA Gib1
TA Gib2
x
x
x
x
x
x x
Neophilaenus sp. Silves, Algarve, Portugal
Portel, Alentejo, Portugal
Burnaby Mt. BC, Canadá
LI ESi1
LI Por1
LI Can2
x
x
x
x
x
x
Cercopis intermedia S. Marcos da Serra, Algarve, Portugal Sang1 x x
Aphrophora sp Bom Sucesso, Foz do Arelho, Portugal Aphro1 x x x
Lepyronia sp Windskar, Finlândia
Turquia
Lepy1
Lepy2
x
x
x
x
x
x
IV
  ANEXO II
Matriz de distâncias não corrigidas para o gene Citocromo oxidase I (COI)
SPAra1 ITSic1 SPTVA6 SPGer1 SPKu c1 SPAzd2 SPUSA2 Hap1 SPGer3 SPMir1 Hap2 Hap3 SPSic5 Lepy2 LICan 2 LIPor1 TEOde4 SPRan1 Hap4 Hap5 Hap6 Hap7 TEOde2 LIESi1 TEOde3 Hap8 SPGRD1
SPAra1
ITSic1 0 ,077
SPTVA6 0 ,017 0,084
SPGer1 0 ,018 0,083 0,002
SPKuc1 0 ,009 0,079 0,026 0 ,027
SPAzd2 0 ,012 0,084 0,029 0 ,030 0,006
SPUSA2 0 ,007 0,078 0,024 0 ,025 0,013 0,015
Hap 1 0 ,004 0,077 0,017 0 ,018 0,009 0,012 0,007
SPGer3 0 ,012 0,083 0,008 0 ,010 0,018 0,020 0,016 0,008
SPMir1 0 ,006 0,081 0,019 0 ,020 0,011 0,013 0,009 0,006 0,012
Hap 2 0 ,016 0,083 0,000 0 ,002 0,025 0,029 0,024 0,016 0,008 0,018
Hap 3 0 ,009 0,083 0,026 0 ,027 0,004 0,006 0,013 0,009 0,018 0,011 0,025
SPSic5 0 ,005 0,079 0,022 0 ,024 0,004 0,006 0,009 0,005 0,014 0,007 0,022 0,004
Lepy2 0 ,176 0,191 0,174 0 ,172 0,185 0,184 0,173 0,176 0,175 0,181 0,172 0,183 0,181
LICan2 0 ,143 0,140 0,148 0 ,145 0,138 0,142 0,140 0,140 0,152 0,145 0,145 0,142 0,142 0,201
LIPor1 0 ,142 0,151 0,153 0 ,152 0,140 0,142 0,139 0,145 0,158 0,147 0,151 0,143 0,143 0,187 0,103
TEOde4 0 ,060 0,061 0,070 0 ,069 0,062 0,060 0,060 0,060 0,066 0,058 0,069 0,062 0,058 0,174 0,142 0,132
SPRan1 0 ,004 0,081 0,020 0 ,022 0,009 0,011 0,007 0,004 0,012 0,006 0,020 0,009 0,005 0,180 0,143 0,145 0,060
Hap 4 0 ,002 0,079 0,018 0 ,020 0,007 0,010 0,005 0,002 0,010 0,004 0,018 0,007 0,004 0,178 0,142 0,143 0,058 0,002
Hap 5 0 ,007 0,077 0,024 0 ,025 0,013 0,015 0,000 0,007 0,016 0,009 0,024 0,013 0,009 0,172 0,140 0,138 0,060 0,007 0,005
Hap 6 0 ,062 0,063 0,076 0 ,074 0,064 0,060 0,062 0,062 0,066 0,060 0,074 0,064 0,060 0,178 0,143 0,134 0,009 0,062 0,060 0,062
Hap 7 0 ,009 0,079 0,026 0 ,027 0,004 0,002 0,013 0,009 0,018 0,011 0,025 0,004 0,004 0,181 0,138 0,140 0,058 0,009 0,007 0,013 0,060
TEOde2 0 ,062 0,062 0,072 0 ,071 0,064 0,062 0,062 0,062 0,068 0,060 0,071 0,064 0,060 0,174 0,143 0,134 0,002 0,062 0,060 0,062 0,011 0,060
LIESi1 0 ,143 0,149 0,155 0 ,154 0,142 0,144 0,141 0,147 0,160 0,149 0,152 0,145 0,145 0,189 0,102 0,002 0,134 0,147 0,145 0,140 0,132 0,142 0,136
TEOde3 0 ,064 0,064 0,078 0 ,076 0,065 0,062 0,064 0,064 0,068 0,061 0,076 0,065 0,062 0,178 0,145 0,136 0,011 0,064 0,062 0,064 0,002 0,062 0,013 0,134
Hap 8 0 ,005 0,077 0,022 0 ,020 0,011 0,013 0,009 0,005 0,014 0,007 0,022 0,011 0,007 0,180 0,143 0,147 0,060 0,005 0,004 0,009 0,062 0,011 0,062 0,149 0,064
SPGRD1 0 ,005 0,079 0,018 0 ,020 0,011 0,013 0,009 0,005 0,012 0,004 0,018 0,011 0,007 0,178 0,142 0,143 0,058 0,005 0,004 0,009 0,060 0,011 0,060 0,145 0,062 0,007
SPCan1 0 ,007 0,081 0,024 0 ,025 0,013 0,015 0,004 0,007 0,016 0,009 0,024 0,013 0,009 0,176 0,143 0,142 0,064 0,007 0,005 0,004 0,065 0,013 0,065 0,143 0,067 0,009 0,009
SPLo21 0 ,004 0,081 0,020 0 ,022 0,009 0,012 0,007 0,004 0,012 0,006 0,020 0,009 0,005 0,176 0,140 0,145 0,060 0,004 0,002 0,007 0,062 0,009 0,062 0,147 0,064 0,005 0,005
SPSic2 0 ,002 0,080 0,019 0 ,020 0,007 0,010 0,005 0,002 0,010 0,004 0,018 0,007 0,004 0,178 0,143 0,145 0,059 0,002 0,000 0,005 0,061 0,007 0,061 0,147 0,062 0,004 0,004
SPVIA2 0 ,004 0,081 0,020 0 ,022 0,005 0,008 0,007 0,004 0,012 0,006 0,020 0,005 0,005 0,180 0,140 0,142 0,060 0,004 0,002 0,007 0,062 0,005 0,062 0,143 0,064 0,005 0,005
Hap 9 0 ,005 0,079 0,022 0 ,024 0,011 0,013 0,002 0,005 0,014 0,007 0,022 0,011 0,007 0,174 0,142 0,140 0,062 0,005 0,004 0,002 0,064 0,011 0,064 0,142 0,065 0,007 0,007
SPGri4 0 ,020 0,087 0,004 0 ,006 0,030 0,033 0,028 0,020 0,010 0,023 0,004 0,030 0,026 0,172 0,147 0,152 0,072 0,024 0,022 0,028 0,077 0,030 0,074 0,154 0,079 0,026 0,022
SPAir5 0 ,004 0,077 0,020 0 ,022 0,009 0,012 0,007 0,004 0,012 0,006 0,020 0,009 0,005 0,178 0,140 0,143 0,056 0,004 0,002 0,007 0,058 0,009 0,058 0,145 0,060 0,005 0,005
  ANEXO II
Matriz de distâncias não corrigidas para o gene Citocromo oxidase I (COI) (continuação)
SPCan1 SPLo21 SPSic2 SPVIA2 Hap9 SPGri4 SPAir5 SPVEN2 Hap10 SPLo91 Aph ro1 SPGRF1 Lepy 1 Hap11 San g1 SPROM1 SPLo81 Hap12 Hap13 Hap14 Hap15 Hap16 Hap17 SPSeg4 Hap18 Hap19
SPAra1
ITSic1
SPTVA6
SPGer1
SPKuc1
SPAzd2
SPUSA2
Hap1
SPGer3
SPMir1
Hap2
Hap3
SPSic5
Lep y2
LICan2
LIPor1
TEOde4
SPRan1
Hap4
Hap5
Hap6
Hap7
TEOde2
LIESi1
TEOde3
Hap8
SPGRD1
SPCan1
0,007 SPLo21
0,005 0,002 SPSic2
0,007 0,004 0 ,002 SPVIA2
0,002 0,005 0 ,004 0 ,005 Hap9
0,028 0,024 0 ,022 0 ,024 0,02 6 SPGri4
0,007 0,004 0 ,002 0 ,004 0,00 5 0 ,024 SPAir5
ANEXO II
Matriz de distâncias não corrigidas para o gene Citocromo oxidase I (COI) (continuação)
SPVEN2 0 ,011 0,079 0,024 0,022 0,009 0,011 0,015 0,007 0 ,016 0,013 0,024 0,009 0,005 0,181 0,140 0,147 0,062 0,011 0,009 0,015 0,064 0,009 0,064 0,149 0,065 0,009 0,013
Hap 10 0 ,073 0,044 0,079 0,080 0,074 0,080 0,069 0,069 0 ,077 0,072 0,078 0,078 0,074 0,183 0,140 0,145 0,062 0,073 0,071 0,069 0,064 0,074 0,064 0,143 0,065 0,074 0,071
SPLo91 0 ,005 0,079 0,018 0,020 0,011 0,013 0,009 0,002 0 ,010 0,007 0,018 0,011 0,007 0,176 0,142 0,145 0,062 0,005 0,004 0,009 0,064 0,011 0,064 0,147 0,065 0,007 0,007
Aphro1 0 ,151 0,162 0,160 0,156 0,156 0,157 0,155 0,151 0 ,160 0,157 0,156 0,154 0,156 0,172 0,147 0,169 0,140 0,154 0,152 0,154 0,140 0,152 0,142 0,167 0,142 0,152 0,152
SPGRF1 0 ,004 0,079 0,020 0,022 0,009 0,012 0,007 0,004 0 ,012 0,006 0,020 0,009 0,005 0,176 0,143 0,142 0,056 0,004 0,002 0,007 0,058 0,009 0,058 0,143 0,060 0,005 0,005
Lepy 1 0 ,174 0,190 0,172 0,171 0,183 0,182 0,172 0,174 0 ,173 0,179 0,171 0,181 0,180 0,002 0,200 0,185 0,172 0,178 0,176 0,171 0,176 0,180 0,172 0,187 0,176 0,178 0,176
Hap 11 0 ,007 0,079 0,024 0,025 0,013 0,015 0,004 0,007 0 ,016 0,009 0,024 0,013 0,009 0,172 0,143 0,138 0,060 0,007 0,005 0,004 0,062 0,013 0,062 0,140 0,064 0,009 0,009
Sang 1 0 ,181 0,193 0,184 0,183 0,183 0,182 0,186 0,181 0 ,185 0,189 0,183 0,183 0,183 0,194 0,174 0,181 0,172 0,185 0,183 0,185 0,178 0,180 0,174 0,183 0,180 0,185 0,187
SPROM1 0 ,007 0,077 0,024 0,025 0,005 0,008 0,007 0,007 0 ,016 0,009 0,024 0,005 0,002 0,180 0,140 0,142 0,060 0,007 0,005 0,007 0,062 0,005 0,062 0,143 0,064 0,009 0,009
SPLo81 0 ,007 0,077 0,024 0,025 0,013 0,011 0,011 0,007 0 ,016 0,009 0,024 0,013 0,009 0,176 0,140 0,142 0,056 0,007 0,005 0,011 0,058 0,009 0,058 0,143 0,060 0,005 0,009
Hap 12 0 ,004 0,081 0,020 0,022 0,009 0,011 0,007 0,004 0 ,012 0,006 0,020 0,009 0,005 0,180 0,143 0,145 0,060 0,004 0,002 0,007 0,062 0,009 0,062 0,147 0,064 0,005 0,005
Hap 13 0 ,062 0,059 0,072 0,071 0,064 0,062 0,062 0,062 0 ,068 0,060 0,071 0,064 0,060 0,176 0,140 0,134 0,002 0,062 0,060 0,062 0,007 0,060 0,004 0,132 0,009 0,062 0,060
Hap 14 0 ,005 0,077 0,022 0,024 0,011 0,010 0,007 0,005 0 ,014 0,007 0,022 0,011 0,007 0,176 0,140 0,142 0,056 0,005 0,004 0,007 0,058 0,007 0,058 0,143 0,060 0,007 0,007
Hap 15 0 ,009 0,079 0,011 0,013 0,015 0,017 0,013 0,005 0 ,006 0,011 0,011 0,015 0,011 0,176 0,142 0,147 0,062 0,009 0,007 0,013 0,067 0,015 0,064 0,149 0,069 0,011 0,011
Hap 16 0 ,004 0,077 0,017 0,018 0,009 0,012 0,007 0,004 0 ,010 0,002 0,016 0,009 0,005 0,176 0,140 0,142 0,056 0,004 0,002 0,007 0,058 0,009 0,058 0,143 0,060 0,005 0,002
Hap 17 0 ,004 0,079 0,020 0,018 0,009 0,011 0,007 0,004 0 ,012 0,006 0,020 0,009 0,005 0,178 0,142 0,145 0,058 0,004 0,002 0,007 0,060 0,009 0,060 0,147 0,062 0,002 0,005
SPSeg4 0 ,024 0,090 0,006 0,009 0,033 0,034 0,031 0,024 0 ,012 0,024 0,007 0,033 0,029 0,176 0,152 0,158 0,076 0,027 0,025 0,031 0,082 0,033 0,078 0,160 0,083 0,029 0,025
Hap 18 0 ,007 0,081 0,024 0,025 0,002 0,004 0,011 0,007 0 ,016 0,009 0,024 0,002 0,002 0,183 0,140 0,142 0,060 0,007 0,005 0,011 0,062 0,002 0,062 0,143 0,064 0,009 0,009
Hap 19 0 ,064 0,061 0,074 0,073 0,065 0,062 0,064 0,064 0 ,068 0,061 0,073 0,065 0,062 0,176 0,142 0,132 0,007 0,064 0,062 0,064 0,002 0,062 0,009 0,131 0,004 0,064 0,062
SPAra1 ITSic1 SPTVA6 SPGer1 SPKu c1 SPAzd2 SPUSA2 Hap1 SPGer3 SPMir1 Hap2 Hap3 SPSic5 Lepy2 LICan 2 LIPor1 TEOd e4 SPRan1 Hap4 Hap5 Hap6 Hap7 TEOd e2 LIESi1 TEOde3 Hap8 SPGRD1
ANEXO II
Matriz de distâncias não corrigidas para o gene Citocromo oxidase I (COI) (continuação)
0,015 0,011 0,009 0,011 0,013 0,028 0,011 SPVEN2
0,073 0,069 0,071 0,073 0,071 0,083 0,069 0,076 Hap10
0,009 0,005 0,004 0,005 0,007 0,022 0,005 0,009 0,071 SPLo91
0,156 0,151 0,155 0,151 0,154 0,159 0,151 0,156 0,151 0,151 Aphro1
0,007 0,004 0,002 0,004 0,005 0,024 0,004 0,011 0,073 0,005 0,151 SPGRF1
0,174 0,174 0,176 0,178 0,172 0,171 0,176 0,180 0,181 0,174 0,171 0,174 Lepy1
0,004 0,007 0,005 0,007 0,002 0,028 0,007 0,015 0,073 0,009 0,152 0,004 0,171 Hap11
0,187 0,181 0,183 0,181 0,187 0,185 0,181 0,181 0,189 0,183 0,167 0,181 0,192 0,185 Sang1
0,007 0,007 0,005 0,007 0,005 0,028 0,007 0,007 0,073 0,009 0,156 0,007 0,178 0,007 0,185 SPROM1
0,011 0,007 0,006 0,007 0,009 0,026 0,007 0,015 0,073 0,009 0,149 0,007 0,174 0,011 0,181 0,011 SPLo81
0,007 0,004 0,002 0,004 0,005 0,024 0,004 0,011 0,073 0,005 0,154 0,004 0,178 0,007 0,183 0,007 0,007 Hap12
0,065 0,062 0,061 0,062 0,064 0,074 0,058 0,064 0,060 0,064 0,138 0,058 0,174 0,062 0,174 0,062 0,058 0,062 Hap13
0,009 0,005 0,004 0,005 0,007 0,026 0,005 0,013 0,069 0,007 0,149 0,005 0,174 0,009 0,181 0,009 0,005 0,005 0,058 Hap14
0,013 0,009 0,007 0,009 0,011 0,015 0,009 0,013 0,071 0,007 0,152 0,009 0,174 0,013 0,181 0,013 0,013 0,009 0,064 0,011 Hap15
0,007 0,004 0,002 0,004 0,005 0,020 0,004 0,011 0,069 0,005 0,151 0,004 0,174 0,007 0,185 0,007 0,007 0,004 0,058 0,005 0,009 Hap16
0,007 0,004 0,002 0,004 0,005 0,024 0,004 0,007 0,073 0,005 0,152 0,004 0,176 0,007 0,183 0,007 0,007 0,004 0,060 0,005 0,009 0,004 Hap17
0,031 0,027 0,024 0,027 0,029 0,011 0,027 0,031 0,085 0,025 0,163 0,027 0,174 0,031 0,191 0,031 0,031 0,027 0,078 0,029 0,018 0,024 0,027 SPSeg4
0,011 0,007 0,005 0,004 0,009 0,028 0,007 0,007 0,076 0,009 0,154 0,007 0,181 0,011 0,181 0,004 0,011 0,007 0,062 0,009 0,013 0,007 0,007 0,031 Hap18
0,067 0,064 0,062 0,064 0,065 0,076 0,060 0,065 0,062 0,065 0,138 0,060 0,174 0,064 0,176 0,064 0,060 0,064 0,005 0,060 0,065 0,060 0,062 0,080 0,064 Hap19
SPCan1 SPLo21 SPSic2 SPVIA2 Hap9 SPGri4 SPAir5 SPVEN2 Hap10 SPLo91 Aphro1 SPGRF1 Lepy1 Hap11 Sang1 SPROM1 SPLo81 Hap12 Hap13 Hap14 Hap15 Hap16 Hap17 SPSeg4 Hap18 Hap19
  ANEXO III
Matriz de distâncias não corrigidas para o gene Citocromo oxidase II (COII)
SPRan1 SPCam2 SPLo91 Hap1 Hap2 SPCan5 SPBej4 SPAlc3 SPSic3 SPFAr8 SPUSA4 SPOli6 SPSAi5 Hap3 SPKeN1 SPSul1 SPAzd1 SPGer3 Hap4 Hap5 TAGib1 TAGib2 LIESi1 LICan2 Sang1 Lepy
SPRan1
SPCam2 0,002
SPLo91 0,006 0,002
Hap1 0,004 0,002 0,002
Hap2 0,002 0,000 0,004 0,002
SPCan5 0,002 0,000 0,004 0,002 0,000
SPBej4 0,004 0,002 0,006 0,004 0,002 0,002
SPAlc3 0,004 0,002 0,006 0,004 0,002 0,002 0,004
SPSic3 0,004 0,002 0,006 0,004 0,002 0,002 0,004 0,004
SPFAr8 0,004 0,002 0,006 0,004 0,002 0,002 0,004 0,004 0,004
SPUSA4 0,004 0,002 0,006 0,004 0,002 0,002 0,004 0,004 0,004 0,004
SPOli6 0,004 0,002 0,006 0,004 0,002 0,002 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004
SPSAi5 0,004 0,002 0,006 0,004 0,002 0,002 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004
Hap3 0,010 0,008 0,012 0,010 0,008 0,007 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,006 0,010
SPKeN1 0,012 0,010 0,014 0,012 0,010 0,009 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,008 0,012 0,002
SPSul1 0,012 0,010 0,014 0,012 0,010 0,009 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,008 0,012 0,002 0,004
SPAzd1 0,008 0,006 0,010 0,008 0,006 0,004 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008 0,004 0,008 0,002 0,004 0,004
SPGer3 0,028 0,024 0,026 0,028 0,026 0,026 0,026 0,028 0,028 0,028 0,028 0,028 0,028 0,030 0,032 0,032 0,028
Hap4 0,024 0,020 0,022 0,024 0,022 0,022 0,022 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,026 0,028 0,028 0,024 0,004
Hap5 0,074 0,071 0,068 0,070 0,072 0,076 0,072 0,070 0,074 0,074 0,070 0,070 0,074 0,072 0,074 0,070 0,070 0,062 0,058
TAGib1 0,088 0,085 0,082 0,084 0,086 0,089 0,086 0,084 0,088 0,088 0,085 0,084 0,088 0,082 0,080 0,084 0,080 0,076 0,072 0,038
TAGib2 0,084 0,081 0,078 0,080 0,082 0,084 0,082 0,080 0,084 0,084 0,081 0,080 0,084 0,078 0,076 0,080 0,076 0,072 0,068 0,038 0,004
LIESi1 0,164 0,164 0,164 0,166 0,164 0,171 0,162 0,162 0,166 0,166 0,165 0,162 0,162 0,160 0,162 0,162 0,158 0,160 0,156 0,138 0,156 0,156
LICan2 0,160 0,162 0,158 0,160 0,162 0,170 0,160 0,164 0,164 0,164 0,163 0,160 0,160 0,158 0,160 0,156 0,156 0,158 0,154 0,138 0,156 0,154 0,096
Sang1 0,230 0,230 0,228 0,226 0,228 0,226 0,226 0,230 0,230 0,230 0,228 0,226 0,228 0,222 0,224 0,224 0,224 0,232 0,228 0,212 0,216 0,214 0,226 0,208
Lepy 0,228 0,228 0,232 0,230 0,228 0,228 0,228 0,226 0,230 0,230 0,228 0,226 0,226 0,224 0,226 0,222 0,222 0,226 0,222 0,196 0,198 0,198 0,206 0,202 0,240
ANEXO IV
Matriz de distâncias não corrigidas para o gene Citocromo b (Cyt-b)
SPAra1 SPRMi1 Hap1 Hap2 SPMir4 SPLo91 Hap3 SPMir2 Hap4 SPSic5 SPDer1 SPKeN1 Hap5 Hap6 SPUSA6 SPTVA4 Hap7 SPGer3 TENeg1 Hap8 TAGib1 TAGib2 LIESi1 Aphro1 Lepy1 Lepy2
SPAra1
SPRMi1 0.006
Hap1 0.004 0.006
Hap2 0.002 0.004 0.002
SPMir4 0.006 0.004 0.006 0.004
SPLo91 0.006 0.002 0.006 0.004 0.004
Hap3 0.004 0.002 0.004 0.002 0.002 0.002
SPMir2 0.004 0.002 0.004 0.002 0.002 0.000 0.000
Hap4 0.009 0.006 0.009 0.006 0.011 0.011 0.009 0.009
SPSic5 0.013 0.011 0.013 0.011 0.015 0.015 0.013 0.013 0.004
SPDer1 0.013 0.011 0.013 0.011 0.015 0.015 0.013 0.013 0.004 0.004
SPKeN1 0.013 0.011 0.013 0.011 0.015 0.015 0.013 0.013 0.004 0.004 0.004
Hap5 0.011 0.009 0.011 0.009 0.013 0.013 0.011 0.011 0.002 0.002 0.002 0.002
Hap6 0.004 0.006 0.004 0.002 0.006 0.006 0.004 0.004 0.009 0.013 0.013 0.013 0.011
SPUSA6 0.009 0.011 0.004 0.006 0.011 0.011 0.009 0.009 0.013 0.017 0.017 0.017 0.015 0.009
SPTVA4 0.030 0.025 0.030 0.027 0.028 0.032 0.030 0.030 0.027 0.032 0.032 0.032 0.030 0.030 0.034
Hap7 0.028 0.024 0.028 0.026 0.026 0.030 0.028 0.028 0.026 0.030 0.030 0.030 0.028 0.028 0.032 0.005
SPGer3 0.030 0.026 0.030 0.028 0.028 0.032 0.030 0.030 0.028 0.032 0.032 0.032 0.030 0.030 0.034 0.002 0.002
TENeg1 0.087 0.079 0.085 0.085 0.081 0.081 0.083 0.081 0.087 0.087 0.092 0.092 0.090 0.083 0.090 0.087 0.081 0.083
Hap8 0.090 0.081 0.087 0.087 0.083 0.083 0.085 0.083 0.090 0.090 0.094 0.094 0.092 0.085 0.092 0.090 0.083 0.085 0.002
TAGib1 0.077 0.068 0.075 0.075 0.070 0.070 0.072 0.070 0.077 0.081 0.081 0.081 0.079 0.077 0.075 0.087 0.083 0.085 0.058 0.060
TAGib2 0.075 0.066 0.072 0.072 0.068 0.068 0.070 0.068 0.075 0.079 0.079 0.079 0.077 0.075 0.077 0.085 0.081 0.083 0.055 0.058 0.006
LIESi1 0.217 0.209 0.215 0.215 0.213 0.211 0.213 0.211 0.211 0.213 0.211 0.215 0.213 0.217 0.220 0.218 0.213 0.213 0.198 0.200 0.205 0.200
Aphro1 0.215 0.207 0.213 0.213 0.211 0.209 0.211 0.209 0.213 0.215 0.217 0.215 0.215 0.215 0.217 0.230 0.224 0.224 0.203 0.205 0.200 0.198 0.207
Lepy1 0.236 0.228 0.232 0.234 0.229 0.229 0.232 0.230 0.234 0.234 0.238 0.238 0.236 0.236 0.236 0.239 0.232 0.232 0.218 0.221 0.223 0.218 0.247 0.216
Lepy2 0.241 0.232 0.236 0.238 0.234 0.234 0.236 0.234 0.238 0.238 0.243 0.243 0.241 0.241 0.241 0.239 0.234 0.234 0.222 0.225 0.227 0.222 0.248 0.220 0.000
  ANEXO V
Matriz de distâncias não corrigidas para o gene Citocromo b (Cyt-b)
Tabela I: Matriz de distâncias não corrigidas para o gene Cyt-b. P. spumarius - grupo spumarius; P. tesselatus – grupo tesselatus; Seq. PTE – sequência de P. tesselatus do GenBank; P.  
tarifa – grupo tarifa e sequência de P. tarifa do GenBank; Seq. Pit – sequência de P. italosignus do GenBank; Seq. Parl – sequência de P. arslani do GenBank; Seq. PMag – sequência P.  
maghresignus do GenBank; Seq. Plouk – sequência de P. loukasi do GenBank; Seq. Psig – sequência de P. signatus do GenBank.
P. spumarius P. tesselatus Seq. PTE P. tarifa Seq. Pit Seq. Parl Seq. Pmag Seq. Plouk Seq. Psig
P. spumarius
P. tesselatus 0,079
Seq. PTE 0,014 0,074
P. tarifa 0,067 0,051 0,064
Seq. Pit 0,077 0,064 0,077 0,032
Seq. Parl 0,089 0,105 0,091 0,098 0,104
Seq. Pmag 0,077 0,002 0,071 0,053 0,067 0,102
Seq. Plouk 0,082 0,084 0,074 0,076 0,087 0,067 0,086
Seq. Psig 0,105 0,099 0,107 0,083 0,096 0,124 0,101 0,121
  ANEXO VI
Árvore Filogenética obtida para o gene COII
XII
Fig. I: Árvore filogenética obtida pelo método de Máxima Verosimilhança (ML) de um fragmento de 469 pb do gene COII. O 
modelo evolutivo aplicado à análise foi TIM+I+G. Os números nos nodos correspondem aos valores de bootstrap para 1000 
replicados obtidos pelo método de Máxima Parcimónia e Máxima Verosimilhnça (em cima) e pela Inferência Bayesiana (em  
baixo). Hap1- SPRMi1, SPMir4, SPMir2, SPGRD1, SPMir1, SPArr6; Hap2- SPCam1, SPMtj2, SPSin1, SPUSA6, SPSi10, SPFAl1, PSPSE3, 
SPSJa3, SPAlc4, SPMir3, SPSer1, SPCan3, SPAra1, SPSil3; Hap3- SPKuc1, SPLo31, SPPab1, SPLap1, SPSic5, SPLo41, SPL221, SPKeS1, 
SPChi1, SPDer1; Hap4- SPBra7, SPBra4, SPTVA4, SPWin4, SPSeg4, SPGri4; Hap5- TEOde3, SPOde4, TENeg1.
  ANEXO VII
Rede de haplótipos obtida para o gene COII
XIII
Fig. II: Rede de haplótipos de sequências do gene mitocondrial COII de Philaenus spumarius formada pelo método 
de median joining. O diâmetro dos círculos é proporcional ao número de haplótipos. As cores representam os clades 
discriminados na análise filogenética. O número de passos mutacionais entre haplótipos está indicado por traços nas 
linhas.
  ANEXO VIII
Árvore Filogenética obtida para o gene Cyt-b
XIV
Fig. III: Árvore filogenética obtida pelo método de Máxima Verosimilhança (ML) de um fragmento de 499 pb do gene 
Cyt-b. O modelo evolutivo aplicado à análise foi GTR+I. Os números nos nodos correspondem aos valores de bootstrap 
para 1000 replicados obtidos pelo método de Máxima Parcimónia e ML (em cima) e pela Inferência Bayesiana (em  
baixo).  Hap1-  SPMtj2,  SPSja3,  SPSi10,  SPOli6,  SPRan1,  PSPSE3,  SPSAi5,  SPFAr8,  SPAlc4;  Hap2-SPSin1,  SPFAl1,  SPSic3, 
SPUSA4, SPMir3, SPBej4, SPSil3;  Hap3- SPGRD1, SPMir1, SPArr6;  Hap4- SPLo41, SPL221, SPLo31;  Hap5- SPKuc1, SPPab1, 
SPLap1, SPSul1, SPKeS1, SPAzd1; Hap6- SPCam1, SPCan5, SPCam2, SPCan3; Hap7- SPBra7, SPBra4, SPWin4, SPSeg4, SPGri4; 
Hap8- TEOde3, SPOde4.
  ANEXO IX
Rede de haplótipos obtida para gene Cyt-b
XV
Fig. IV: Rede de haplótipos de sequências do gene mitocondrial Cyt-b de Philaenus spumarius formada pelo método de 
median joining.  O diâmetro dos círculos é  proporcional ao número de haplótipos.  As cores representam os  clades 
discriminados na análise filogenética. O número de passos mutacionais entre haplótipos está indicado por traços nas  
linhas.
  ANEXO X
Diversidade haplotípica e nucleotídica
Tabela  II: Haplótipos e medidas de diversidade haplotípica (h) e nucleotídica (π) encontrados nas várias populações e para os 3 
genes mitocondriais.
Populações
Nº de Indivíduos Haplótipos h π
COI COII Cyt-b COI COII Cyt-b COI COII Cyt-b COI COII Cyt-b
P. Ibérica
Açores
França
Reino Unido
América do Norte
Itália
Chipre
Turquia
Finlândia
56
2
3
6
8
7
-
11
11
29
-
-
2
3
2
1
9
5
25
-
-
2
4
2
1
9
6
16
1
2
2
4
5
-
6
4
9
-
-
1
2
2
1
5
1
8
-
-
1
3
2
1
4
2
0,6048 
0
0,6663
0,4661
0,7500
0,8565
-
0,7994
0,6004
0,7495
-
-
0
0,6663
1
0
0,7218
0
0,8167
-
-
0
0,8333
1
0
0,5691
0,3339
0,0028
0
0,0027
0,0011
0,0032
0,0058
-
0,0090
0,0045
0,0031
-
-
0
0,0013
0,0092
0
0,0075
0
0,0038
-
-
0
0,0050
0,0092
0
0,0072
0,0015
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  ANEXO XI
Mapa da área de distribuição das espécies do género Philaenus
Fig. V: Área de distribuição das espécies  do género Philaenus na região do Mediterrânico.            P. maghresignus            P. italosignus            P. signatus   --------   P. tesselatus  
P. arslani           P. loukasi            P. tarifa
